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MITOLOGÍA DEL VINO 
Cuenta una vieja leyenda persa que en el año 4.000 antes de Cristo, un ave que surcaba 
el cielo dejó caer unas semillas a los pies del rey y semi-dios Djemchid. Al cabo del 
tiempo, de esas semillas comenzaron a crecer unas plantas que dieron abundantes 
frutos (uvas), los cuales fueron recolectados y guardados en el depósito real. Estando 
allí dentro, las uvas comenzaron a producir espontáneamente dióxido de carbono, 
llenando el depósito de un característico aroma alcohólico, en un proceso de 
fermentación que no podría ser sino obra de los Dioses. 
Cuando la esposa favorita del rey, como consecuencia de sus celos hacia otra mujer, 
buscó veneno para suicidarse, llegó hasta el lugar donde fermentaba el oscuro jugo de 
las uvas. Pensando que era una poción, la bebió con la intención de matarse. 
Momentos después, fue hallada danzando y cantando alegremente, por supuesto, bajo 
los efectos de lo que había tomado. El rey llamó a esa bebida con el nombre de Darou é 
Shah, que significa “el remedio del Rey”. De la deformación de esa palabra deriva el 
nombre de Shiraz, o Sirah, cepaje de uva proveniente de la antigua región de Persia. 
Decían los persas que allí nació el vino. 
Según los historiadores, la viticultura nacida en el Cáucaso llegó a su primer momento 
de esplendor en los tiempos de los faraones de Egipto. Fueron los egipcios los que 
idearon técnicas innovadoras, como por ejemplo el prensado de uvas. Esto y mucho 
más fue gracias al rey-dios Osiris, quien (según la mitología) enseñó a la humanidad el 
cultivo de la vid, cómo cosecharla y cómo guardar el vino resultante de su jugo. En 
tanto que la diosa de la agricultura, Isis, esposa de Osiris, se ocupaba de proteger y 
cuidar el proceso de vinificación en las primitivas bodegas. 
En la mitología griega, el dios del vino es Dionisio, hijo de Zeus y Sémele. Generalmente 
se le representa junto a una pantera, un leopardo y un racimo de uvas. Cuando era 
joven, Dionisio descubrió la viticultura y se dedicó a ella, pero Hera (la mujer de Zeus) lo 
hizo enloquecer y vagar por el mundo. Curado de su locura por la diosa Rea, se dedicó a 
enseñar todo lo referente al vino y su producción en muchos lugares de Asia, sobre 
todo en India. Para los griegos, este dios inventó el vino. 
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Como no podía faltar, también existió en la mitología romana un dios del vino llamado 
Baco, adoptado del Dionisio de los griegos. Baco era hijo de Júpiter, y en su honor se 
celebran las fiestas Bacanales, donde se desarrollaban orgías y se bebía sin control. Se 
supone que Baco también transmitió sus conocimientos a los humanos sobre como 
plantar vides y hacer vino. Según una historia, cuando Baco iba camino a la ciudad de 
Naxia, en mitad del viaje se sentó a descansar viendo que a sus pies había una pequeña 
planta, la cual desterró para llevársela consigo. Tomó un hueso hueco de un ave y puso 
en su interior el tallo, pero éste pronto creció y sus raíces quedaron al descubierto. Así 
que la colocó dentro de un hueso hueco de león pero sucedió lo mismo a causa de la 
fertilidad que Baco le transmitía. Finalmente, lo puso en un hueso de asno hasta llegar 
a su morada. Esa planta era una vid. 
Cuando Baco enseñó a los hombres el arte de la viticultura, recordó los tres huesos que 
había utilizado para transportar aquella primera planta, ya que si bebían 
moderadamente se ponían alegres, cantaban, y disfrutaban de la vida como pájaros. Si 
seguían bebiendo más de la cuenta, empezaban a ser como leones y comenzaban los 
problemas. Y si seguían consumiendo aún más vino, se volvían como asnos, cometiendo 
toda clase de insensateces y siendo el hazmereír de otras personas. 
Además de las mencionadas, existen muchas leyendas y relatos relacionados con el 
vino a lo largo de la existencia de la humanidad (Diego Di Giacomo. Agencia de 
Noticias de Bariloche. 2012). Y no es de extrañar, ya que la vid, por su capacidad de 
adaptación a diferentes altitudes, suelos y climas, y su bajo requerimiento de agua, 
está presente en los cinco continentes y desde tiempos remotos, e inclusive está 
científicamente comprobado que es una de la plantas más antiguas sobre la faz de la 
tierra (Bacilieri et al., 2013). 
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1. LEVADURAS NO-SACCHAROMYCES  EN LA PRODUCCIÓN DEL VINO 
1.1 HISTORIA DE LA ELABORACIÓN DEL VINO: ¿POR QUÉ NO-SACCHAROMYCES? 
A lo largo de la historia y en torno a las sociedades, el ser humano descubrió cómo 
hacer bebidas fermentadas a partir de fuentes de azúcares disponibles en sus hábitats 
locales (McGovern, 2003). Debido a sus características farmacológicas, nutricionales y 
sensoriales, las bebidas fermentadas han jugado un papel clave en el desarrollo de la 
cultura y tecnología, contribuyendo al avance e intensificación de la agricultura, 
horticultura y técnicas de procesamiento de alimentos (Underhill, 2002).  
La primera bebida fermentada fue una bebida mixta de arroz, miel y fruta (fruta del 
espino y/o de uva) almacenadas en vasijas de cerámica y muy degustada en la neolítica 
China del año 7000 a.C. (McGovern et al., 2004). Realmente, las primeras tinajas de 
vino halladas en Irán proceden del año 6000 a.C. (McGovern et al., 1997) y en Egipto 
del 3000 a.C. (Cavalieri et al., 2003). A partir de entonces, el cultivo de la vid y la 
producción de vino se expandieron desde Mesopotamia al resto del mundo, hacia 
Grecia (2000 a.C.), Italia (1000 a.C.), Europa del Norte (100 d.C.) y América (1500 d.C.) 
(Pretorius, 2000; Arroyo-Garcia et al., 2006). No se conoce con exactitud quienes 
introdujeron la vid en España; no obstante, los verdaderos impulsores del cultivo de la 
vid fueron los íberos y los celtas, hacia el año 500 a.C., aunque fue posteriormente 
consolidado por los fenicios y, sobre todo, por los romanos (Cid et al., 1994). Lo que sí 
sabemos es que la historia vinícola de España, al igual que en el resto del mundo, es 
muy antigua, pues existen documentos sobre la exportación de vinos allá por el siglo I 
a.C. El proceso de diversificación en el cultivo de plantas de uva para su uso en 
procesos fermentativos ha generado a su vez la aparición y adaptación de numerosas 
especies de microorganismos (bacterias y hongos), cuya interacción y cooperación es 
la principal responsable de la transformación fermentativa del mosto de uva en vino 
(Benda, 1982). 
En el proceso de producción del vino existen diversas tecnologías que han variado con 
el tiempo, dependiendo tanto de la zona geográfica como del tipo de vino que se 
produce. En términos generales, el proceso se inicia con el estrujado del grano de uva, 
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generando el zumo o mosto, que se deposita en grandes tanques para que tenga lugar 
su fermentación. Tradicionalmente esta fase se llevaba a cabo mediante fermentación 
espontánea gracias a la existencia de numerosos microorganismos presentes de forma 
natural en el grano de uva, sobre su piel o en la misma bodega.  
La fermentación del mosto es un proceso microbiológico complejo que implica la 
interacción entre bacterias, hongos unicelulares (levaduras) y hongos filamentosos 
(Benda, 1982) los cuales llevan a cabo la transformación de los azúcares del mosto en 
etanol, dióxido de carbono y una gran variedad de metabolitos secundarios que 
contribuyen notablemente a la calidad final del vino (Ciani et al., 2010). Fue Louis 
Pasteur en 1863 quién reveló por primera vez el mundo oculto de la actividad 
microbiana en la fermentación vínica concluyendo que la levadura era el catalizador 
primario de la fermentación del vino. Con este descubrimiento, los enólogos pudieron 
controlar el proceso desde el viñedo a la planta de embotellado, sobre todo a partir del 
año 1890 cuando Müller-Thurgau introdujo el concepto de la inoculación del mosto 
con cultivos de levaduras puras (Pretorius, 2000). En la actualidad la estrategia habitual 
de producción de vino implica la inoculación del mosto con levaduras seleccionadas en 
forma de levadura seca activa (LSA), por ello resulta esencial el conocimiento de la 
fisiología de las diferentes especies que llevan a cabo la fermentación para poder 
mejorar la calidad del vino y desarrollar nuevas estrategias de producción. 
Se conoce desde hace mucho tiempo que el jugo de uva recién aplastado alberga una 
gran diversidad de especies de levaduras, principalmente de los géneros 
Hanseniaspora (anamorfo Kloeckera), Pichia, Candida, Metschnikowia, Kluyveromyces 
y Saccharomyces. También podemos encontrar, aunque no siempre, especies de otros 
géneros, como Zygosaccharomyces, Saccharomycodes, Torulaspora, Dekkera y 
Schizosaccharomyces (Fleet, 2003). Algunas de estas levaduras pueden iniciar la 
fermentación espontánea del mosto, pero muy pronto resultan desplazadas por el 
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae la cual domina la mitad y el final del proceso 
fermentativo (Fleet, 2003). Dado que los primeros estudios poblacionales en el vino 
proponían a S. cerevisiae y a la especie relacionada S. bayanus como las principales 
levaduras del proceso fermentativo, la tecnología de los cultivos iniciadores se 
desarrolló para ellas. Esta idea se mantuvo hasta la década de los ochenta del siglo 
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pasado, cuando estudios cuantitativos del crecimiento de levaduras durante la 
fermentación (Fleet et al., 1984) revelaron poblaciones de 107 unidades formadoras de 
colonias (UFC) de especies de no-Saccharomyces en las primeras etapas del proceso, 
biomasa suficiente para afectar a la composición del vino. Por lo tanto, la contribución 
de estas especies no-Saccharomyces es mucho más importante de lo que se pensaba; 
de hecho, bajo ciertas circunstancias, tales como la fermentación a temperaturas 
bajas, algunas especies no-Saccharomyces se mantienen junto S. cerevisiae hasta el 
final de la fermentación (Heard y  Fleet, 1988). Además, se ha demostrado que estas 
levaduras no-Saccharomyces también pueden crecer en mostos inoculados con S. 
cerevisiae (Heard y Fleet, 1985) quedando rebatido el supuesto, ampliamente 
aceptado, de que el uso de inóculos impide el crecimiento de estas cepas endógenas 
(Fleet, 2008). 
Muchos estudios realizados en diferentes regiones vitivinícolas del mundo han 
confirmado la importante contribución de las especies no-Saccharomyces a la cinética 
global de crecimiento durante la fermentación del vino tanto espontánea como por 
inoculación del mosto (Combina et al., 2005b; Zott et al., 2008). Esta conclusión ha 
sido reafirmada por estudios ecológicos utilizando métodos moleculares 
independientes de cultivo (Nisiotou et al., 2007). Por lo tanto, para conseguir nuevos 
avances biotecnológicos en la industria del vino debemos introducir un nuevo 
elemento: la diversidad ecológica, la cual va más allá de las especies de Saccharomyces 
(Ciani y Picciotti, 1995; Jolly et al., 2003). 
Actualmente, las fermentaciones de vino se consideran ecológicamente complejas lo 
cual supone un desafío para la realización de fermentaciones controladas en las que se 
pretende asegurar la reproducibilidad de la fermentación y la calidad y homogeneidad 
del producto final (Molina, 2009) y en las que se requiere el crecimiento dominante de 
la cepa o cepas inoculadas. Muchos factores, como la composición del mosto, los 
residuos de plaguicidas, la adición de dióxido de azufre, la concentración de oxígeno 
disuelto, la acumulación de etanol y la temperatura, afectan al dominio y a la sucesión 
de especies a lo largo de la fermentación (Fleet, 2003; Zott et al., 2008). En general se 
considera que la sucesión de cepas viene determinada en gran medida por su diferente 
susceptibilidad a la creciente concentración de etanol, muriendo primero las especies 
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no-Saccharomyces ya que son más sensibles que S. cerevisiae. Sin embargo, cada vez 
hay más informes de aislados de vino de especies de Hanseniaspora, Candida y 
Kluyveromyces con una tolerancia al etanol similar a S. cerevisiae (Xufre et al., 2006; 
Nisiotou et al., 2007). Por lo tanto, el uso de levaduras vínicas Saccharomyces y no-
Saccharomyces como cultivos iniciadores mixtos o “multi-starters” sería una 
herramienta útil para mejorar el perfil aromático, dar complejidad sensorial y 
estabilidad colorimétrica del vino (Rojas et al., 2003; Romano et al., 2003a; Ciani et al., 
2010; Comitini et al., 2011), si bien es todavía necesario investigar y caracterizar en 
profundidad el potencial de todas estas levaduras en la industria del vino.  
1.2 LEVADURAS VÍNICAS Y SU USO COMO CULTIVOS INICIADORES 
A pesar de que existen ciertos enólogos que defienden la práctica de fermentaciones 
espontáneas para obtener vinos más distintivos, en la actualidad la mayoría de los 
mostos son inoculados con cultivos puros o mixtos de levaduras seleccionadas ya que 
se consigue minimizar la influencia de otras levaduras contaminantes y permite 
establecer un mayor control del proceso (Reed y Nagodawithana, 1991). 
Desde el punto de vista biotecnológico, la utilización de cultivos iniciadores o “starters” 
ha tenido un impacto importante en la microbiología de los procesos de fermentación. 
A diferencia  del proceso natural, el uso de cultivos iniciadores induce una clara 
predominancia de la cepa inoculada sobre las especies endógenas (Beltran et al., 2002; 
Fleet, 2003). Los criterios de selección de las levaduras podrían agruparse en 5 
categorías: (a) Mejora de la capacidad fermentativa (elevada eficiencia en la utilización 
de azúcares y nitrógeno, elevada tolerancia a etanol y baja producción de espumas), 
(b) Mejora de la eficiencia del proceso (elevada producción de enzimas extracelulares, 
elevada sedimentación y  combinación de fermentaciones alcohólica-maloláctica), (c) 
Mejora del control microbiológico (producción de lisozimas, bacteriocinas y sulfitos), 
(d) Mejora de la propiedades saludables del vino (producción de antioxidantes, baja 
producción de etil carbamato y etanol), y (e) Mejora de las propiedades sensoriales del 
vino (mayor producción de glicerol, ésteres, compuestos fenólicos y  terpenos). 
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1.3 PAPEL DE LAS LEVADURAS NO-SACCHAROMYCES EN LA VINIFICACIÓN 
Tradicionalmente las levaduras no-Saccharomyces se consideraban como levaduras 
salvajes o alterantes (Castelli, 1954; Amerine, 1960) porque a menudo eran aisladas en 
paradas o fermentaciones lentas o en vinos con perfiles analíticos y sensoriales 
anómalos. Además, fermentaciones llevadas a cabo con cultivos puros de levaduras 
vínicas no-Saccharomyces han mostrado metabolitos y  características fermentativas 
negativas que generalmente las excluyen de su uso como cultivos iniciadores. Los 
metabolitos alterantes más importantes producidos por las levaduras vínicas no-
Saccharomyces son el ácido acético, el acetaldehído, la acetoína y el acetato de etilo, 
además de metabolitos que producen mal olor como los vinil y fenil fenoles, asociados 
al crecimiento de Brettanomyces/Dekkera spp. (Chatonnet et al., 1995). Además, 
muchas especies vínicas no-Saccharomyces muestran aptitudes fermentativas 
limitadas, tales como un bajo poder fermentativo (porcentaje de etanol producido) y 
una tasa fermentativa baja (consumo de azúcares por unidad de tiempo), así como una 
baja resistencia al SO2. Sin embargo, en fermentaciones mixtas tales como las 
fermentaciones naturales, algunas características enológicas negativas de las levaduras 
no-Saccharomyces podrían no expresarse o ser modificadas por la presencia de S. 
cerevisiae. En este contexto, se han llevado a cabo varios estudios para determinar sus 
propiedades enológicas y sus posibles papeles en la elaboración del vino (Domizio et 
al., 2007; Kim et al., 2008; Viana et al., 2008), que han proporcionado evidencias del 
papel positivo de las levaduras no-Saccharomyces en la composición analítica del vino 
(Moreno et al., 1991; Lema et al., 1996). Algunas especies de levadura no-
Saccharomyces pueden mejorar el comportamiento fermentativo de las levaduras 
utilizadas como cultivos iniciadores y la composición analítica del vino, o dar lugar a 
una mayor complejidad del aroma. Por este motivo, durante los recientes años, ha 
habido una reevaluación del papel de las levaduras no-Saccharomyces en la 
elaboración del vino (Esteve-Zarzoso et al., 1998; Heard, 1999; Fleet, 2008) y 
actualmente se le está prestando más atención a la ecología de las levaduras de la 
fermentación, para entender mejor el impacto de las cepas no-Saccharomyces sobre la 
química y las propiedades sensoriales del vino (Swiegers et al., 2005). 
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En este contexto, las actividades enzimáticas de las levaduras vínicas no-
Saccharomyces pueden influenciar el perfil vínico. Investigaciones sobre la producción 
de poli-galacturonasas y β-D-xilosidasas por levaduras no-Saccharomyces implicadas 
en la elaboración del vino muestran que estas actividades son comunes entre estas 
levaduras y pueden ser utilizadas para aumentar la calidad del vino (Strauss et al., 
2001). Otra actividad biocatalítica ampliamente asociada con las levaduras vínicas no-
Saccharomyces es la actividad β-glucosidasa que hidroliza terpenil-glicósidos pudiendo 
aumentar el aroma del vino. La difusión de esta actividad entre las levaduras vínicas 
no-Saccharomyces ha confirmado el papel de estas levaduras en el aumento y mejora 
del aroma del vino (Rodriguez et al., 2004; Fia et al., 2005; González-Pombo et al., 
2008). 
Además de las actividades enzimáticas, las levaduras vínicas no-Saccharomyces 
pueden ser seleccionadas en base a su habilidad para producir metabolitos que 
contribuyen favorablemente a la definición del aroma secundario o de fermentación 
del vino. Viana y colaboradores (2008) analizaron la formación de ésteres de acetato 
de 38 cepas de levadura  pertenecientes a los géneros Candida, Hanseniaspora, Pichia, 
Torulaspora y Zygosaccharomyces. En este trabajo, se identificó a Hanseniaspora 
osmophila como una candidata para su uso en cultivos iniciadores mixtos, debido a su 
naturaleza glucofílica, su habilidad de producir acetaldehído dentro de un rango 
compatible para el vino y su producción de ésteres de acetato, en particular del 
acetato de 2-feniletilo. Romano y colaboradores (2003b) propone la determinación de 
los niveles de los isómeros de 2,3-butanodiol y de acetoína para el control de la 
fermentación vínica  siendo estos compuestos característicos de las especies de 
levadura S. cerevisiae y K. apiculata. Moreira y colaboradores (2008) estudió el papel 
de H. guilliermondii y Hanseniaspora uvarum en cultivos iniciadores puros y mixtos con 
S. cerevisiae en la producción de compuestos pesados del azufre y ésteres.  Sus 
resultados demuestran que la combinación de estas levaduras aumenta la producción 
de compuestos deseables tales como ésteres, sin incrementar la presencia indeseable 
de compuestos pesados del azufre. 
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1.4 USO DE CULTIVOS INICIADORES MIXTOS O “MULTI-STARTERS” 
El uso de fermentaciones inoculadas con cepas de levadura seleccionadas frente a las 
espontáneas es todavía controvertido, particularmente en lo que se refiere a la calidad 
organoléptica del vino. En el caso de la fermentación espontánea, al ser un proceso no 
controlado, los diferentes tipos de levaduras podrían hacer perder consistencia al 
aroma y al sabor del vino. Por otro lado, la total supresión de las especies no-
Saccharomyces autóctonas pueden reducir la complejidad del aroma del vino, ya que 
no solo se inhibe el crecimiento de potenciales levaduras alterantes sino también de 
otras especies cuya presencia en el proceso de fermentación en cantidades y duración 
definidas pueden contribuir positivamente en el aroma del vino.  
El uso de cultivos iniciadores mixtos controlados fue propuesto por primera vez a 
mediados del siglo pasado a partir de estudios realizados con el objetivo de reducir la 
cantidad de ácido acético del vino, donde se propuso el uso secuencial de T. 
delbrueckii y S. cerevisiae Castelli (1955, 1969). Posteriormente, se estudió el impacto 
de cultivos mixtos y secuenciales de T. delbrueckii-S. cerevisiae en fermentaciones de 
mosto con alta concentración de azúcar para mejorar la calidad del vino y reducir el 
contenido de ácido acético (Bely et al., 2008). Cultivos mixtos de T. delbrueckii-S. 
cerevisiae en una relación 20:1 produjeron reducciones del 53% y 60% en la acidez 
volátil y en acetaldehído, respectivamente, mientras que los cultivos secuenciales 
tuvieron un efecto más reducido sobre estos metabolitos. 
Uno de los usos más investigados de los cultivos iniciadores mixtos está relacionado 
con la desacidificación del mosto y/o vino. Durante algún tiempo se sugirió el uso de 
Schizosaccharomyces pombe para reducir el ácido málico del zumo de uva y/o vino 
(Munyon y Nagel, 1977). Snow y Gallender (1979) propusieron la inoculación 
secuencial de S. pombe y S. cerevisiae para mejorar la competencia entre las levaduras 
y reducir o eliminar las características sensoriales negativas debido a S. pombe y, 
posteriormente, se consiguió una desacidificación biológica más controlada con el uso 
de S. cerevisiae junto con células inmovilizadas de S. pombe (Ciani, 1995). En este 
proceso, S. cerevisiae llevó a cabo la fermentación utilizando casi todo el azúcar 
disponible mientras que la inmovilizada S. pombe utilizó el ácido málico. Bajo estas 
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condiciones, se limitaron o eliminaron los indeseables efectos de S. pombe sobre la 
calidad del vino.  
El uso de un cultivo iniciador “multi-starters” tiene como objetivo simular la 
fermentación natural del mosto para dar mayor complejidad al vino. Herraiz et al. 
(1990) analizaron el efecto del uso de cultivos puros, mixtos (inóculo formado por las 
cepas de interés)  y secuenciales (inoculos puros de las cepas de interés son inoculados 
en el mosto en diferentes momentos de la vinificación) de K. apiculata, T. delbrueckii y 
S. cerevisiae sobre la composición volátil del vino. Estos experimentos demostraron 
que la inoculación con cultivos mixtos consigue una mayor complejidad del aroma, con 
una mayor producción y con una mayor variedad de ácidos grasos precursores de 
ésteres y alcoholes superiores. Además, se estudió el uso de “multi-starters” (mixto y 
secuencial) de T. delbrueckii y K. thermotolerans junto con S. cerevisiae con el objetivo 
de optimizar las fermentaciones mixtas utilizando levaduras no-Saccharomyces (Ciani 
et al., 2006). En este contexto, se han comercializado mezclas de LSA de S. 
cerevisiae/K. thermotolerans/T. delbrueckii llamadas VinfloraR Harmony.nsac (Christian 
Hansen A/S). 
Otros estudios han investigado la influencia de la temperatura y del SO2 sobre el 
crecimiento y el metabolismo de cultivos mixtos utilizando K. apiculata y S. cerevisiae, 
mostrando un aumento de la viabilidad en K. apiculata respecto a su uso en forma 
aislada (Mendoza et al., 2007). Estudios sobre la influencia de H. uvarum y H. 
guilliermondii sobre la producción de componentes de azufre, alcoholes superiores y 
ésteres en cultivos mixtos con S. cerevisiae han mostrado un aumento en la 
producción de compuestos deseables (acetatos de alcoholes superiores y ésteres) y 
una disminución de compuestos indeseables (alcoholes superiores, etil acetato, ácido 
acético y compuestos de azufre pesados)  (Moreira, 2005; Moreria et al., 2008). En 
particular, fermentaciones mixtas con H. uvarum incrementaron el contenido de 
acetato de isoamilo mientras que H. guilliermondii resultó en un aumento del acetato 
de 2-feniletilo (Moreira et al., 2008). 
El uso combinado de S. cerevisiae y  levaduras vínicas no-Saccharomyces  también ha 
sido propuesto para aumentar el contenido de glicerol del vino (Ciani y Ferraro, 1996). 
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En este proceso fermentativo, una cepa de C. stellata fue utilizada en forma 
inmovilizada junto con S. cerevisiae resultando en un vino con mejor composición 
analítica (Ciani y Ferraro, 1998). 
Las fermentaciones mixtas también pueden aumentar los componentes volátiles que 
mejoran el aroma del vino. Garcia y colaboradores (2002) propusieron el uso de 
cultivos mixtos de Debaryomyces vanrijii y S. cerevisiae para incrementar los 
componentes volátiles (en particular el geraniol) en vinos Muscat. Más recientemente, 
se propuso la cofermentación con S. cerevisiae y Pichia kluyveri para incrementar la 
concentración de tioles varietales en Sauvignon Blanc (Anfang et al., 2009). Pichia 
fermentans, otra levadura vínica, también ha sido inoculada junto S. cerevisiae 
(Clemente-Jimenez et al., 2005), aunque solo se obtuvo una mejora en los 
componentes volátiles (ésteres, aldehídos, cetonas, alcoholes superiores) y 
bioproductos usándose de forma secuencial, con la inoculación de S. cerevisiae tras 
dos días de fermentación. 
Además de desarrollar nuevas estrategias en el proceso de inoculación del mosto, es 
necesario el estudio de las interacciones, tanto fisiológicas como metabólicas, entre las 
levaduras vínicas S. cerevisiae y no-Saccharomyces utilizadas en los cultivos mixtos. Los 
dos tipos de interacción que modulan el desarrollo de las diferentes poblaciones de 
levaduras durante la fermentación alcohólica son la limitación nutricional o 
“competencia” y la liberación de componentes “tóxicos” al medio (Ciani et al., 2010; 
Medina et al., 2012).  Sin embargo, recientemente, se ha descrito otro tipo de 
interacción entre levaduras durante la fermentación del mosto: mecanismo de 
contacto célula-célula. De hecho, se ha demostrado que la presencia de células viables 
de S. cerevisiae en alta densidad podría inhibir el crecimiento e inducir la muerte 
temprana de T. delbrueckii por contacto celular (Renault et al., 2013). Las interacciones 
sinérgicas en las que ambas cepas se benefician también podrían representar una 
herramienta para nuevas tecnologías de la fermentación. Mendoza y colaboradores 
(2007) mostraron que durante las fermentaciones mixtas, la producción de biomasa de 
levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces es menor que la producida por las dos 
cepas en cultivos puros. Sin embargo, la presencia de ambas levaduras promueve un 
incremento de la persistencia de las levaduras no-Saccharomyces durante el proceso 
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fermentativo (Ciani et al., 2006; Mendoza et al., 2007). Además, también afectan al 
comportamiento de las cepas vínicas de S. cerevisiae. Por ejemplo, existen variaciones 
en el grado de floculación en los cultivos mixtos de K. apiculata y S. cerevisiae donde la 
cepa floculante K. apiculata interacciona con la cepa no floculante S. cerevisiae 
induciendo la cofloculación de ambas (Sosa et al., 2008). En el caso de la interacción de 
S. cerevisiae y C. stellata se ha visto un consumo complementario de glucosa y fructosa 
(Ciani y Ferraro, 1998). Utilizando fermentaciones secuenciales, continuas y células de 
levadura inmovilizadas, se ha demostrado el intercambio de acetaldehído entre estas 
dos cepas. El exceso de acetaldehído producido por C. stellata es rápidamente 
metabolizado por S. cerevisiae la cual tiene una fermentación alcohólica más activa 
(Ciani y Ferraro, 1998). También se ha llevado a cabo estudios que demuestran el 
intercambio del acetaldehído entre S. cerevisae y S. bayanus (Cheraiti et al., 2005), S. 
cerevisiae y T. delbrueckii (Ciani et al., 2006; Bely et al., 2008) y K. thermotolerans 
(Ciani et al., 2006).  
Por lo tanto, las levaduras vínicas no-Saccharomyces tienen algunas características 
enológicas que no están presentes en especies de S. cerevisiae y que pueden tener un 
efecto beneficioso sobre el vino. Cultivos mixtos controlados de  S. cerevisiae y no-
Saccharomyces pueden mejorar el perfil analítico y aromático de los  vinos a través de 
las interacciones metabólicas entre las distintas especies de levadura (Languet et al., 
2005; Salmon et al., 2007). En este contexto, el uso de técnicas de inmovilización 
permitiría un cuidadoso control del proceso fermentativo. En la Tabla 1 se resumen las 
fermentaciones mixtas propuestas para la elaboración del vino, utilizando 
Saccharomyces cerevisiae y no-Saccharomyces (adaptado de Ciani et al., 2010). 
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Tabla 1. Fermentaciones mixtas propuestas para la elaboración del vino, utilizando Saccharomyces 
cerevisiae y no-Saccharomyces (adaptado de Ciani et al., 2010). 
Especies usadas Objetivo Proceso Referencias 
S. cerevisiae 
T. delbrueckii 
Reducir la producción de 
ácido acético 
Cultivos secuenciales Castelli (1969); Herraiz et al. 
(1990); Ciani et al. (2006); 
Salmon et al. (2007); Bely  et al. 
(2008); Snow y Gallender (1979); 
Magyar y Panyik (1989); 
Yokotsuka et al. (1993), Ciani 
(1995). 
S. cerevisae 
S. pombe 
Degradación del ácido málico Cultivos secuenciales 
Células inmovilizadas  
Ciani y Ferraro (1996), Ciani y 
Ferraro (1998), Ferraro et al. 
(2000) 
S. cerevisiae 
C. cantarellii 
Aumento del contenido en 
glicerol 
Cultivos mixtos o 
secuenciales 
Toro y Vazquez (2002) 
S. cerevisiae 
C. stellata 
 Mejora del perfil aromático 
del vino 
Cultivos mixtos o 
secuenciales 
Soden et al. (2000) 
S. cerevisiae 
H. uvarum (k. apiculata) 
Estimulación de la 
fermentación natural 
(mejora de la complejidad 
aromática) 
Cultivos mixtos o 
secuenciales 
 Herraiz et al. (1990); Zironi et al. 
(1993); Moreira (2005); Ciani et 
al. (2006); Moreira et al. (2008); 
Mendoza et al. (2007) 
S. cerevisiae 
K. thermotolerans 
Reducir la producción de 
ácido acético 
Cultivos secuenciales Mora et al. (1990); Ciani et al. 
(2006); Kapsopoulou et al. 
(2007). 
S. cerevisiae 
Issatchenkia orientalis 
Reducir el contenido de 
ácido málico 
Fermentación mixta Kim et al. (2008) 
S. cerevisiae 
Pichia fermentans 
Incrementar el aroma del 
vino y su complejidad 
Cultivos secuenciales Clemente-Jimenez et al. (2005) 
S. cerevisiae  
Pichia kluyveri 
Incrementar los tioles 
varietales 
Fermentación mixta Anfang et al. (2009); Zott et al. 
(2011) 
S. cerevisiae 
Candida pulcherrima 
Mejorar el perfil aromático Fermentación mixta Zohre y Erten (2002); Jolly et al. 
(2003); Rodriguez et al. (2010) 
S. cerevisiae 
Debaromyces vanriji 
Aumentar el contenido de 
geraniol 
Fermentaición mixta Garcia et al. (2002) 
S. cerevisiae 
Schizosaccharomyces spp. 
Saccharomycodes spp. 
Pichia spp. 
Influenciar sobre las 
propiedades sensoriales y 
fisico-químicas del vino 
Crianza sobre lías durante 
la maduración del vino 
Palomero et al. (2009); Mendoza 
et al. (2009) 
S. cervisiae 
H. vineae 
Incrementar el flavor del 
vino 
Cultivos secuenciales Medina et al. 2013 
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2. PRODUCCIÓN INDUSTRIAL DE LEVADURAS VÍNICAS 
2.1  PROPAGACIÓN DE LEVADURAS VÍNICAS 
La selección de cepas capaces de mejorar los procesos de fermentación vínica ha 
generado la necesidad de producir grandes cantidades de biomasa de levadura para su 
distribución a las bodegas, principalmente en forma de LSA. Además, las numerosas 
aplicaciones industriales de las levaduras, tales como la  producción de aditivos  
alimentarios, compuestos nutricionales y farmacéuticos, probióticos, biorremediación, 
biofuel y generación de bioelectricidad (Van Zyl et al., 2007; Matsushika et al., 2009) 
también fomentan y justifican el desarrollo e innovación en los procesos de producción 
de biomasa de levadura para incrementar su eficiencia y el rendimiento de la 
producción (Chen y Chiger, 1985; Degre, 1993). La primera planta de producción de 
biomasa de levadura, que comenzó a operar en Holanda en 1780 con el llamado 
proceso Dutch, en condiciones de anaerobiosis, producía un rendimiento de sólo 4-6% 
con respecto a la materia prima usada (www.biologia.edu.ar/microind/levadura.htm). 
En 1879 se aumentó el rendimiento hasta 50-60% con la introducción de la aireación 
durante la producción y, en 1919, el control de la alimentación de azúcar al medio de 
crecimiento, y la utilización de melazas de remolacha o de la caña de azúcar como 
materia prima consiguieron alcanzar rendimientos cercanos al 100% teórico en lo que 
se conoce como proceso Zulaufverfahren. Más adelante, en 1964 se estableció un 
sistema en múltiples etapas, denominado proceso DeLoffre, que consiste en la 
utilización de varios tanques de fermentación en serie y que permiten obtener 
mayores cantidades de biomasa (Chen y Chiger, 1985; Degre, 1993). 
La propagación se lleva a cabo sobre melazas procedentes del refinamiento del azúcar 
de remolacha o de la caña ya que tienen un elevado contenido en sacarosa y un bajo 
coste económico por tratarse de un subproducto de desecho industrial. Sin embargo, 
estas melazas carecen de ciertos requerimientos nutricionales como el nitrógeno, 
fósforo o magnesio y han de ser suplementadas con sales de amonio, urea, ácido 
fosfórico y/o sulfato de magnesio (Woehrer y Roer, 1981). También es necesario 
añadir vitaminas como tiamina, ácido pantoténico y biotina, siendo ésta última de 
mayor relevancia, pues no puede ser sintetizada por las levaduras vínicas (Ough, 1992; 
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Wu et al., 2005). Por otro lado, las melazas obtenidas como residuo industrial poseen 
gran cantidad de compuestos tóxicos como metales pesados, fertilizantes, insecticidas, 
herbicidas, nitritos y SO2 que pueden afectar seriamente al crecimiento de las 
levaduras. Por ello es conveniente mezclar diferentes lotes de melaza para llevar a 
cabo la producción de biomasa y minimizar así los posibles efectos negativos (Pérez-
Torrado et al., 2005; González et al., 2011). Por otro lado, se ha demostrado que 
levaduras que han sido cultivadas en medio melaza presentan una mayor capacidad 
fermentativa, entendida ésta como la capacidad de producir CO2 (Van Hoek et al., 
1998), que las células cultivadas en medios sintéticos ya que existen compuestos en las 
melazas capaces de inducir un gran número de genes relacionados con la fermentación 
y tolerancia a estrés (Shima et al., 2005) tales como los genes FDH1 y FDH2 (formiato 
deshidrogenasas) que eliminan el formiato y el gen SUL1 (transportador de sulfato) 
como respuesta a los bajos niveles de sulfatos. Por ello, a pesar de la compleja 
composición de las melazas, su correcta utilización garantiza que las propiedades de la 
biomasa producida sean adecuadas. Una vez las melazas se ajustan al pH óptimo de 
crecimiento para las levaduras (pH 4.5-5), éstas se clarifican y se esterilizan en el 
interior de pequeños fermentadores donde serán inoculadas las cepas de levadura que 
se quieren producir (Kraus et al., 1981). 
Para llevar a cabo el proceso de propagación industrial de levaduras, es necesario 
realizar un crecimiento previo puro a escala de laboratorio de la cepa seleccionada 
(Degre, 1993; Pérez-Torrado et al., 2005). Entonces, este cultivo inicial (F1) es utilizado 
para inocular el primer fermentador o tanque de producción, de una secuencia de 
fermentadores donde se va escalando y aumentando el volumen hasta obtener la 
cantidad deseada. En la primera etapa del proceso, denominada fase batch (F2-F4), las  
células se cultivan en agitación y aireación controlada, llevando a cabo el crecimiento 
en forma de cultivo discontinuo, donde todos los componentes se añaden desde el 
principio y no se renuevan. La biomasa obtenida durante la primera etapa del proceso 
es recogida y utilizada para inocular la siguiente etapa de producción o fase fed-batch 
(F5-F6) (Reed, 1982; Chen y Chiger, 1985; Reed y Nagodawithana, 1991; Degre, 1993). 
Durante esta etapa del proceso, el crecimiento tiene lugar en el interior de grandes 
fermentadores abiertos y alimentados con un caudal de melaza controlado a lo largo 
Introducción general 
 
27 
del tiempo, donde es necesario extremar las condiciones de asepsia. La velocidad de 
alimentación de melaza durante la fase fed-batch no ha de superar un umbral de 
dilución por debajo del cual el metabolismo es puramente respiratorio (0.1-0.5 
mg/mL), ya que la producción de etanol provocada por el exceso de azúcares inhibe el 
crecimiento, disminuye el rendimiento y afecta a la calidad del producto final (Van 
Hoek et al., 1998). 
En la fase inicial de batch (F2), las células se exponen a la alta concentración de 
azúcares presente en la melaza. El resto de nutrientes también están presentes en el 
fermentador; el pH debe ser ajustado a 4.5- 5.0 después de la esterilización del medio 
para ser entonces monitorizado durante la fermentación en batch. Una vez dicha fase 
ha empezado, los únicos parámetros que se  controlan son la temperatura y la 
aireación. La propagación de la levadura normalmente implica una continua aireación 
u oxigenación, pero cortos periodos de aireación son suficientes (Maemura et al., 
1998). Sin embargo, la presencia de O2 desde el principio del proceso permite la 
síntesis de lípidos, de este modo se revitaliza la población deficiente en esterol y se 
asegura que la fermentación pueda proceder eficientemente. Además, en 
experimentos de propagación llevados a cabo sin oxigenación se reduce el crecimiento 
celular y, paradójicamente, aumenta el estrés oxidativo endógeno (Boulton, 2000; 
Pérez-Torrado et al., 2009). 
Durante la fase exponencial de la fermentación batch, una pequeña cantidad de 
glucosa es oxidada en la mitocondria, pero cuando la concentración de azúcar cae por 
debajo de un nivel específico de cepa o la tasa de crecimiento específica en cultivos 
aeróbicos excede un valor crítico (µcrit),  tiene lugar un metabolismo mixto respiro-
fermentativo.  Este fenómeno ha sido descrito como el efecto Crabtree (De Deken, 
1966; Pronk et al., 1996) y trabajos recientes sugieren que se debería a la capacidad 
limitada de las mitocondrias de S. cerevisiae de absorber el NADH producido durante la 
glicolisis (Vemuri et al., 2007). 
La fermentación alcohólica da lugar a una concentración de biomasa subóptima  ya 
que el ATP producido es mucho menor al obtenido durante la respiración de 
carbohidratos (Verduyn, 1991; Rizzi et al., 1997). Sin embargo, la preadaptación a 
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grandes cantidades de glucosa durante la fase de batch es necesaria para asegurar la 
producción de una biomasa con una capacidad fermentativa óptima por la 
acumulación de varios metabolitos de reserva necesarios para ser utilizados durante la 
fase fed-batch (Dombek and Ingram, 1987; Rizzi et al., 1997; Pérez-Torrado et al., 
2009). La presencia de O2 durante el proceso también permite la eliminación por 
oxidación del etanol cuando la sacarosa se agota, preparando el cambio de 
metabolismo desde la fermentación a la respiración, típica de la fase fed-batch (F5-F6). 
En la transición a la fase respiratoria, un incremento de AMP cíclico (cAMP) 
desencadena la movilización de los carbohidratos de reserva,  incrementando el flujo 
de glucosa a la ruta glucolítica y aumentando la proporción NADH/NAD+ que estimula 
la respiración y, por consiguiente, la producción de ATP, lo que estimula a su vez la 
formación de biomasa (Pérez-Torrado, 2004; Xu y Tsurugi, 2006; Pérez-Torrado et al., 
2009).  
La optimización de la producción de biomasa requiere un incremento tanto en la tasa 
de crecimiento específica como en la biomasa producida durante la fase fed-batch 
utilizando los mayores niveles de azúcar posibles que aseguren la respiración. 
Generalmente, la tasa de crecimiento durante la fase fed-batch está controlada por la 
velocidad de alimentación con carbohidratos (Beudeker et al., 1990).  El control de la 
cantidad óptima de oxígeno disuelto durante esta fase también resulta esencial para 
obtener mayor rendimiento en biomasa por lo que se han realizado estudios para 
optimizar el control de la aireación (Blanco et al., 2008). Por lo tanto, el cultivo 
limitado en glucosa en presencia de O2 permite un crecimiento completamente 
respiratorio de la levadura proporcionando mayor rendimiento en biomasa en 
comparación con la fase batch (Postma et al., 1989). Si el único objetivo es maximizar 
la concentración de biomasa empezando con un inóculo concentrado procedente de la 
fase batch, es necesario que las células crezcan con una tasa lo más cercana posible a 
su tasa de crecimiento (µcrit), el cual depende exclusivamente de la cepa de levadura 
(Valentinotti et al., 2002), evitando la formación de etanol y de acetato. Tienen que ser 
controlados varios parámetros que tienen un impacto sobre el metabolismo de la 
levadura (Miskiewicz y Borowiak, 2005) como son el pH y la temperatura.  El pH se 
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debe mantener a 4.5 mediante un ajuste automático con soluciones ácido/base y la 
temperatura mantenerse a 30oC.  
La biomasa producida al final del proceso sufre una etapa de maduración que puede 
durar de 1-5 días, la cual consiste en una primera etapa donde se elimina la 
alimentación con los nutrientes y existe una leve aireación (Oura, 1974). Durante este 
periodo, el sustrato se consume completamente y permite que las células sean más 
estables evitando la autolisis. Finalmente, se elimina la agitación de manera que las 
células sedimentan en el fondo del fermentador y dejan de dividirse. Durante toda la 
fase de maduración las levaduras entran en fase estacionaria y acumulan ciertos 
metabolitos de reserva, como el glucógeno, y de protección, como la trehalosa, que 
permiten mantener una alta capacidad fermentativa (Jorgensen et al., 2002), 
participando activamente en la protección frente a los estreses que se generarán 
posteriormente durante la deshidratación y rehidratación (França et al., 2007; Garre, 
2008; Garre et al., 2010). 
Algunas investigaciones han intentado optimizar la productividad, la calidad de la 
levadura o el ahorro energético en el proceso de fed-batch en experimentos en 
condiciones de laboratorio (Henes and Sonnleitner, 2007; Cheng  et al., 2008) y 
raramente bajo condiciones de escala piloto (Gibson et al., 2007, 2008). La simulación 
de la propagación en melaza de cepas de levaduras vínicas realizando las fases batch y 
fed-batch en un único biorreactor, con parámetros de crecimiento similares a los 
obtenidos en la producción industrial (Pérez-Torrado et al., 2005) permitió el estudio 
fisiológico de la levadura desde un punto de vista molecular. 
2.2 DESHIDRATACIÓN DE BIOMASA Y REHIDRATACIÓN 
En contraste con las levaduras panaderas y cerveceras, la producción estacional del 
vino requiere del desarrollo de productos de levadura muy estables, por ello en este 
caso la biomasa es deshidratada para obtener la LSA (Chen y Chiger, 1985; Degre, 
1993; González et al., 2011). Tras la maduración, las células de levadura son separadas 
del medio por centrifugación y sometidas a lavados para reducir la presencia de sólidos 
que afectan a la rehidratación de la LSA destinada a la fermentación del mosto, 
generándose una crema de levadura con un contenido de hasta del 22% de sólidos de 
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levadura. Después de este paso, la crema de levadura puede almacenarse a 4oC 
después de ajustar el pH a 3.5 para evitar las contaminaciones microbianas. A 
continuación, la crema de levadura es sometida a filtros de vacío rotatorios o prensas 
aumentando la presencia de sólidos de levadura a un 30-35%. La levadura filtrada 
normalmente se mezcla con emulsionantes antes de su extrusión en filamentos a 
través de platos perforados, que posteriormente se cargan en el secador donde son 
deshidratadas obteniendo un producto con muy baja humedad residual. Aunque 
existen diferentes tipos de deshidratadores (roto-louvre, secadores de cinta, secadores 
de pulverización), el más utilizado es el secador de lecho fluidizado. En este 
deshidratador, el aire caliente sale desde la parte inferior a través de las partículas de 
levadura a una velocidad que las mantiene en suspensión. El aire está tratado para 
reducir su contenido de agua y asegurar que la temperatura no exceda los 35oC o 41oC 
durante la deshidratación. Los tiempos de secado varían entre 15 y 60 minutos, 
dependiendo del volumen de masa, y de las condiciones utilizadas. Finalmente, la LSA  
con menos del 8% de humedad residual se empaqueta al vacío o en una atmósfera 
inerte, de N2 o CO2 para reducir la oxidación. Dependiendo de la cepa, la pérdida de 
viabilidad se estima entre el 10% y el 25% por año a 20oC. Por esta razón, los 
fabricantes recomiendan mantener la LSA a 4oC en una atmósfera seca durante un 
máximo de 3 años. 
Con el fin de producir un producto de LSA con una actividad fermentativa aceptable y 
un almacenaje estable, se deben tener en cuenta varios factores. La temperatura y la 
velocidad de secado son críticas para la resistencia de la levadura a la deshidratación y 
rehidratación (Beney et al., 2000, 2001; Laroche y Gervais, 2003). Algunos estudios han 
demostrado que la muerte celular durante la desecación está relacionada con la 
pérdida de la integridad de la membrana, que conlleva la lisis celular durante la 
rehidratación (Beney y Gervais, 2001; Laroche et al., 2001; Simonin et al., 2007, 
Dupont et al., 2010) y se  ha observado que la sobreexpresión del gen de la hidrofilina 
SIP18, al reducir la pérdida de metabolitos durante la rehidratación de la LSA, aumenta 
la viabilidad y reduce la fase de latencia tras la inoculación del mosto (López-Martínez 
et al., 2013). También se puede conseguir un aumento de la viabilidad celular con una 
deshidratación gradual que permite un flujo más lento de agua a través de la 
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membrana y una desecación homogénea que también favorece una rehidratación 
progresiva durante la preparación del cultivo iniciador (Gervais et al., 1992; Gervais y 
Marechal, 1994; Dupont et al., 2011). La cantidad de constituyentes celulares filtrados 
durante la rehidratación también pueden ser reducidos al añadir emulsionantes como 
el monoesterato de sorbitán (Chen y Chiger, 1985). Además, las condiciones de 
propagación de la biomasa también influyen sobre la resistencia a la deshidratación-
rehidratación. Varios factores de cultivo pueden afectar a la resistencia a la 
desecación, por ejemplo el sustrato, fase de crecimiento y disponibilidad iónica 
(Trofimova et al., 2010). 
La rehidratación es la etapa previa a la inoculación de las levaduras deshidratadas en el 
mosto de fermentación y resulta crítica en la activación metabólica de las células para 
evitar fermentaciones lentas o incluso paradas de fermentación (Poirier et al., 1999). 
Se considera que para llevar a cabo una adecuada rehidratación es necesario calentar 
el agua a 35-40oC e incubar unos 30 minutos primero en estático y luego en agitación 
(Degre, 1993; González et al., 2005). Se ha propuesto una etapa de preadaptación en 
mosto tras la rehidratación y antes de la vinificación, para disminuir la fase de latencia 
y mejorar las fermentaciones a baja temperatura (Novo et al.,  2003, 2007), así como la 
adición de magnesio durante la rehidratación, que disminuye la salida de compuestos 
intracelulares esenciales y aumenta la viabilidad y vitalidad celular (Rodriguez-Porrata 
et al., 2008). También se ha observado que la inmovilización de las células de levadura 
aumenta la resistencia sobre ambos procesos deshidratación-rehidratación 
(Borovikova et al., 2014). 
A pesar de los avances obtenidos con el fin de enteder y de reducir el estrés asociado 
al proceso de deshidratación-rehidratación nuestros conocimientos se limitan a cepas 
de la especie S. cerevisiae ya que no se han llevado a cabo estudios con cepas no-
Saccharomyces. Por tanto, para la utilización de multi-starters en la industria de 
fermentación vínica, es necesario realizar estudios específicos de caracterización y 
mejora del proceso de deshidratación en las cepas no-Saccharomyces. 
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3. RESPUESTA A ESTRÉS EN LEVADURAS VÍNICAS 
Durante la producción de levadura, las células se encuentran sometidas a numerosos 
cambios metabólicos y situaciones de estrés, como fluctuaciones en la cantidad de O2 
disuelto, pH, osmoralidad, concentración de etanol, limitación de nutrientes y 
temperatura (Attfield, 1997; Pérez-Torrado et al., 2005; Gibson et al., 2007). Todos 
estos factores pueden afectar seriamente a las propiedades fisiológicas de las 
levaduras producidas (Nagodawithana y Trivedi, 1990). Por ello, es necesario poder 
evaluar los diferentes mecanismos moleculares que intervienen en la respuesta a 
estrés durante la producción industrial de biomasa de levadura con la intención de 
utilizar dicha información en la mejora de los procesos industriales. Gracias al 
desarrollo de técnicas capaces de determinar cambios en el transcriptoma y proteoma 
dentro de la célula y al desarrollo de simulaciones de los proceso industriales que 
permiten simplificarlos y aumentar la reproducibilidad es posible mejorar nuestro 
conocimiento de los diferentes estreses que suceden durante la producción industrial 
de biomasa de levadura (Shima et al., 2005; Gibson et al., 2008; Cheng et al., 2008, 
Gómez-Pastor  et al., 2012 a, b). 
3.1 LA RESPUESTA GENERAL A ESTRÉS 
Las células han desarrollado respuestas programadas al estrés que incluyen cambios 
rápidos en procesos metabólicos y, a plazo más largo, afectan al estado transcripcional 
de muchos genes. Este microorganismo muestra 5 fases de crecimiento bien definidas 
cuando es cultivado en medios líquidos con glucosa como fuente de carbono: la fase 
lag, la fase logarítmica, el cambio diáuxico, la fase postdiáuxica y la fase estacionaria. 
La fase lag es un periodo de adaptación en el cual la célula se prepara para dividirse 
(Tortora et al., 1986). Durante la fase logarítmica las células alcanzan su máxima 
velocidad de duplicación y llevan a cabo un metabolismo fermentativo que produce 
etanol. Al disminuir la concentración de glucosa, las células sufren el cambio diáuxico, 
un periodo breve de tiempo en el cual no hay división, y la célula cambia del 
metabolismo fermentativo al respiratorio. En la fase postdiáuxica las células usan 
como fuente de carbono el etanol producido durante la fase logarítmica e incrementan 
su resistencia al estrés gradualmente;  la fase estacionaria se presenta cuando los 
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nutrientes del medio se han agotado y no hay división celular. En esta fase, las células 
acumulan carbohidratos de reserva como trehalosa y glucógeno y, alcanzan el máximo 
nivel de resistencia a estrés (Werner-Washburne et al.,  1989). 
Las células de levadura se ven sometidas a varios tipos de estrés a medida que las 
condiciones del medio cambian, tanto en condiciones de laboratorio como en 
situaciones naturales y en procesos industriales. Tanto el daño provocado por el estrés 
como la respuesta de la levadura al mismo, depende del tipo y grado del estrés y del 
estado fisiológico de la levadura pero, en general, se ven afectadas las diferentes 
macromoléculas, especialmente lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, y las estructuras 
celulares, como las membranas, que sufren modificaciones que dañan su función 
(Hohmann y Mager, 1997). 
Las bases moleculares de la respuesta a algunos estreses han sido extensamente 
estudiadas en S. cerevisiae. En respuesta a un variado número de estreses 
medioambientales se activa la denominada respuesta general a estrés o GSR 
(“General Stress Response”) que supone la inducción de genes que poseen en su 
promotor elementos reguladores cis de tipo STRE (“Stress Responsive Element”, 
secuencia consenso CCCCT) con los que interaccionan los factores transcripcionales 
Msn2p y Msn4p. La capacidad de Msn2p/4p para activar la transcripción de los genes 
de respuesta general a estrés está ligada a su localización celular (Figura 1). En 
condiciones de estrés, Msn2p y Msn4p son activados por inhibición de las rutas cAMP-
PKA (quinasa dependiente de AMP cíclico) y/o la quinasa TOR (susceptible a 
Rapamicina) (Estruch, 2000; Folch-Mallol et al., 2004; Verghese et al., 2012). En 
condiciones de crecimiento exponencial en presencia de glucosa y en ausencia de 
estrés, la fosforilación dependiente de PKA de la señal de localización nuclear (NLS) de 
Msn2p inhibe su translocación al núcleo (Görner et al., 2002).  
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Figura 1. Respuesta general a estrés mediada por los factores transcripcionales Msn2p/4p. En 
ausencia de estrés, Msn2p/4p se encuentran en el citoplasma y su activación y translocación al núcleo 
inhibidas por diferentes rutas. Las quinasas PKA y Snf1, fosforilan la región NLS de Msn2p impidiendo su 
transporte al núcleo. Msn2p/4p fosforilado es reconocido por la proteína TOR facilitando la interación 
con la proteína citoplasmática Bmh2p e impidiendo su tranlocación al núcleo (Bruckmann et al., 2007). 
Ante una situación de estrés (oxidativo, térmico, osmótico, etc), la enzima adenilato ciclasa Cyr1p 
reduce su actividad disminuyendo los niveles de AMPc, por lo que se reduce la actividad de las rutas 
cAMP-PKA y Snf1 lo que favorece la activación y translocación de Msn2p/4p al núcleo. Por otro lado, la 
ruta TOR es principalmente inhibida en ausencia de nutrientes. Por último, la fosfatasa PPI elimina la 
fosforilación de la región NLS de Msn2p generada por PKA y Snf1 permitiendo su translocación al 
núcleo. Msn5p es una exportina nuclear de Msn2p/4p (adaptada de Verghese et al., 2012 y Morano et 
al., 2012). 
Esta vía de respuesta general a estrés permite a las levaduras responder frente a 
estreses muy diversos (osmótico, térmico, oxidativo y otros) e incluso favorecer 
mecanismos de protección cruzada. Así, por ejemplo, cuando un cultivo de levaduras 
se somete a un tratamiento moderado de calor (37oC por media hora), estas células 
son capaces de resistir un choque de peróxido de hidrógeno que de otro modo sería 
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letal (Steels et al., 1994). Otras observaciones como las relacionadas a los patrones de 
expresión del gen CTT1 (que codifica para la catalasa T citosólica, una enzima 
detoxificadora de H2O2), también apoyan la hipótesis de que existe una fuerte 
intercomunicación entre las diferentes vías de respuesta a  estrés. Este gen no sólo se 
induce por condiciones hiperoxidantes, sino también por calor o choque osmótico 
(Weiser et al., 1991). Así, las levaduras han desarrollado diversos mecanismos de 
respuesta a estrés interconectados que les permiten disminuir el gasto energético en 
situaciones de estrés mediante la activación de factores transcripcionales generales 
encargados de activar la respuesta transcripcional (Figura 2). 
 
Figura 2. Esquema representativo de los mecanismos de “protección cruzada” en levaduras (adaptada 
de Bauer y Pretorius, 2000). 
Además de poseer una ruta general de respuesta a estrés, las levaduras han 
desarrollado mecanismos de respuesta específicos para los principales estreses ante 
los que se encuentran, con el fin de integrar las diferentes respuestas y mejorar su 
adaptación al medio.  
En el estrés térmico se induce la síntesis de un grupo de proteínas llamadas Proteínas 
de Choque Térmico (Heat Shock Proteins, HSP). La mayoría de las proteínas de este 
grupo también pueden estar presentes a temperaturas óptimas y tienen actividad 
chaperona (familia de Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 y pequeñas HSPs). Su función 
principal es la facilitar el correcto plegamiento de las proteínas, están involucradas en 
impedir la desnaturalización o inducir la renaturalización de proteínas y participan en 
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la degradación de proteínas mal plegadas así como en la disgregación de agregados 
proteícos inducidos por estrés (Lindquist, 1992; Tiwari et al., 2015). La transcripción de 
genes inducidos específicamente por calor depende del elemento regulador cis HSE 
(Heat Shock Element, secuencia consenso nGAAn) al que se une el factor 
transcripcional Hsf1p (Heat Shock Factor) (Morano et al., 2012; Verghese et al., 2012). 
La mayoría de los genes HSP caracterizados hasta la fecha están regulados únicamente 
por Hsf1p en condiciones de estrés térmico aunque se ha observado que la expresión 
de varias proteínas de choque térmico están también reguladas por el factor 
transcripcional Skn7p, especialmente en condiciones de estrés oxidativo (Raitt et al., 
2000; Gómez-Pastor et al., 2013). Por otro lado, el estrés osmótico también posee su 
propia ruta específica denominada ruta de respuesta de glicerol a elevada osmoralidad 
(High Osmorality Glycerol Pathway, HOG) (Hohmann et al., 2007) cuya regulación 
principal depende de la proteínquinasa Hog1p. El incremento de osmolaridad conlleva 
a una pérdida de agua y a una reducción de la turgencia y del volumen que la célula 
necesita contrarrestar. Se ha demostrado que Hog1p participa también en la 
adaptación a otros estreses como son: el estrés oxidativo (Bilsland et al., 2004), estrés 
por arsénico (Thorsen et al., 2006), por frío (Hayashi y Maeda, 2006; Panadero et al., 
2006), por ácido acético (Mollapour y Piper, 2007) y por calor (Leach et al., 2012). La 
fosforilación y consiguiente activación de Hog1p está controlada por dos rutas que 
convergen en la MAP (Mitogen-Activated Protein) quinasa quinasa (MAPKK) Pbs2p. 
Bajo un estrés hiperosmótico ambas rutas aumentan los niveles de fosforilación de 
Hog1p lo que provoca su transporte al núcleo (Ferrigno et al., 1998), donde participa 
en el control de la expresión de promotores diana (Mas et al., 2009; Alepuz et al., 
2001) a través de, al menos, 8 factores transcripcionales. Esta cascada de señalización 
conduce a la síntesis o degradación de solutos compatibles que puedan contrarrestar 
la presión osmótica, como es el glicerol, la trehalosa, también relacionada con la 
respuesta a estrés térmico y oxidativo (Verghese et al., 2012; Morano et al., 2012), y el 
glucógeno como carbohidrato de reserva (François y Parrou, 2001), que finalmente 
ayudan a recuperar las condiciones fisiológicas de las levaduras. 
Una de las condiciones de estrés más relevantes durante los diferentes usos 
industriales de las levaduras vínicas es el ayuno de nutrientes, que determina la 
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entrada en fase estacionaria y desencadena una disminución drástica de la tasa de 
crecimiento y un aumento de la resistencia a estrés (Herman, 2002). Mientras que en 
condiciones de laboratorio, la entrada en fase estacionaria es provocada por la 
ausencia de glucosa (Werner-Washburne et al., 1996), en el caso de la fermentación 
vínica puede ocurrir en presencia de grandes cantidades de azúcares por el 
agotamiento previo de compuestos nitrogenados y la elevada concentración de etanol 
(Fleet y Heard, 1993). Para su crecimiento, la levadura necesita una serie de nutrientes 
esenciales, entre los que se encuentran fuentes de carbono y de nitrógeno, cuya 
utilización está fínamente regulada. La levadura presenta un mecanismo de represión 
por catabolito de carbono, que permite a las levaduras utilizar fuentes de carbono 
alternativas a la glucosa cuando ésta empieza a agotarse. También posee un 
mecanismo de represión por catabolito de nitrógeno (NCR, Nitrogen Catabolite 
Repression) (Wiame et al., 1985) que determina una represión de los genes implicados 
en el transporte y metabolismo de fuentes pobres (como la prolina, la alantoína o el γ-
aminobutirato) en presencia de fuentes de nitrógeno preferidas (amonio, glutamina o 
asparagina) (Cooper, 1982; Magasanik, 1992). Existen varias rutas implicadas en la 
regulación transcripcional en respuesta a nutrientes que controlan los mecanismos de 
represión por catabolito, la entrada en fase estacionaria y la respuesta a estrés. La ruta 
de la PKA se activa cuando aumentan los niveles de cAMP en condiciones de 
disponibilidad de glucosa en el medio lo que provoca la represión de genes implicados 
en gluconeogénesis, respiración, utilización de sustratos alternativos, liberación de 
carbohidratos de reserva, y respuesta a estrés, entre otros (Thevelein et al., 2000). 
Cuando la glucosa se agota, disminuyen los niveles de cAMP y se inactiva PKA, con la 
consiguiente desrepresión de los genes involucrados en las funciones citadas. Existe 
una relación de antagonismo entre la ruta de la PKA y la respuesta a estrés, de manera 
que la PKA inhibe la actividad de los factores transcripcionales Msn2p/4p al 
fosforilarlos e impedir su translocación al núcleo (Görner et al., 2002) (Figura 1). 
La ruta TOR activa un programa de  crecimiento celular en respuesta a nutrientes 
como carbono y nitrógeno (Noda y Ohsumi, 1998; Beck y Hall, 1999). La inactivación 
del complejo TORC1 desencadena la inducción de la transcripción de genes 
controlados por represión de catabolito de nitrógeno (Beck y Hall, 1999; Cardenas et 
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al., 1999; Hardwick et al., 1999), mediada por los factores transcripcionales Gln3p, 
Msn2p/4p y Rtg1p (Beck y Hall, 1999; Komeili et al., 2000). 
Durante la fermentación alcohólica se puede dar una situación un tanto paradójica, en 
la que haya suficiente glucosa (o azúcares) disponibles en el medio, pero algunos 
nutrientes, como el nitrógeno, el fósforo o el azufre se agoten. En estas condiciones la 
adición de los nutrientes limitantes determina una serie de cambios rápidos en la 
actividad de enzimas implicados en el metabolismo de la trehalosa y en la glicolisis 
(François et al., 1991; Crauwels et al., 1997; Moskvina et al., 1998; François y Parrou, 
2001), así como la inducción de la transcripción de los genes ribosomales y una 
disminución de la transcripción de genes controlados por STRE (Winderickx et al., 
1996; Boy-Marcotte et al., 1998). Estos cambios se engloban en una respuesta que ha 
sido designada como ruta FGM  (Fermentable Growth Medium-induced) (Thevelein et 
al., 2000) y que estaría controlada por la regulación de la proteína quinasa Sch9p sobre 
la actividad de la PKA (Jiang et al., 1998).  
En cuanto al estrés oxidativo, las levaduras también han desarrollado sistemas de 
respuestas específicos que les permiten combatir de forma concreta la acumulación de 
especies reactivas del oxígeno (ROS, Reactive Oxygen Species) generadas tanto por 
estreses exógenos como por factores endógenos derivados del metabolismo 
fermentativo-respiratorio (Halliwell, 2006). El oxígeno molecular es relativamente poco 
reactivo e inofensivo en su estado fundamental, pero puede someterse a una 
reducción parcial formando numerosas ROS, incluyendo el anión superóxido y el 
peróxido de hidrógeno, los cuales pueden adicionalmente reaccionar para producir el 
radical hidroxilo altamente reactivo (Figura 3). Todas estas ROS se producen de forma 
natural en el interior celular, por lo que las células han desarrollado sistemas 
enzimáticos detoxificadores que ayudan a su eliminación y a la protección de los 
componentes celulares frente a la oxidación que provocan.  
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Figura 3. Formación de ROS. El anión superóxido (O2
-) se puede formar por la fuga de electrones 
procedentes de la cadena de transporte electrónico. Los enzimas superóxido dismutasa (SOD) 
descomponen el anión superóxido generando peróxido de hidrógeno (H2O2). El H2O2 a su vez, puede ser 
reducido por el Fe2+ en la reacción de Fenton produciendo el radical hidroxilo (-OH), altamente reactivo. 
En la reacción de Haber-Weiss, el anión superóxido puede donar un electron al hierro Fe3+, generando el 
radical hidroxilo y Fe2+, el cual reduciría el H2O2. Varios enzimas antioxidantes, incluyendo catalasas y 
peroxidasas, eliminan el H2O2 previniendo la generación de ROS  (adaptado de Morano et al., 2012). 
 Las ROS pueden provocar la peroxidación lipídica, la oxidación proteíca y también 
daños genéticos a través de la modificación del DNA (Morano et al., 2012) y del RNA 
(Mckinlay et al., 2012). El estrés oxidativo tiene lugar cuando los antioxidantes y los 
mecanismos de supervivencia celular no pueden hacer frente a la acumulación de ROS 
o a los daños causados por ellas.  
Se dispone de una gran cantidad de información a cerca de la respuesta a estrés 
oxidativo en levaduras, sin embargo la mayoría de estudios realizados se han abordado 
mediante la inducción de estrés oxidativo por adición exógena de oxidantes tales como 
el H2O2 (Toledano et al., 2004; Trotter y Grant, 2005; Ng et al., 2008). Además, se ha 
demostrado que un sólo tipo de oxidante no es representativo de la respuesta a estrés 
oxidativo, ya que S. cerevisiae es capaz de responder de forma específica a distintas 
especies reactivas del oxígeno (Thorpe et al., 2004; Alic et al., 2004; Temple et al., 
2005). Debido a que cada compuesto oxidante utilizado genera una respuesta celular 
diferente, resulta obvio que la información disponible acerca de las respuestas a estrés 
oxidativo inducido por adición de diferentes compuestos oxidantes en S. cerevisiae 
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puede diferir significativamente de aquellas respuestas originadas por un estrés 
oxidativo endógeno. 
Todos los organismo vivos han desarrollado sistemas para combatir la acumulación de 
ROS así com evitar el daño celular ocasionado por ellos. S. cerevisiae (Figura 4) posee 
dos sistemas especializados en combatir la producción y acumulación de ROS, un 
grupo actúa directamente como detoxificante de ROS, mientras que el segundo grupo 
actúa como regulador redox de tioles proteicos y contribuyen a mantener el balance 
redox de la célula y proteger los componentes celulares del daño oxidativo. Ambos 
sistemas se superponen y operan conjuntamente, con maquinarias específicas en los 
distintos compartimentos subcelulares para asegurar la máxima protección celular 
(Herrero et al., 2008; Morano et al., 2012).  
 
Figura 4. Sistemas de defensa antioxidante en Saccharomyces cerevisiae (adaptado de Herrero et al., 
2008; Gómez-Pastor, 2010). 
Existen además otros sistemas no enzimáticos de eliminación de ROS  que consisten en 
moléculas de bajo peso molecular como las poliamimas (Balasundaram et al., 1993), la 
trehalosa (Benaroudj et al., 2001), el α-tocoferol o el ácido eritroascórbico (Kim et al., 
1996) entre otros, aunque sin duda la molécula más abúndante y con mayor relevancia 
es el glutatión (Penninckx, 2002). 
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El glutatión (GSH) es un tripéptido (γ-L-glutamil-L-cisteinglicina), de presencia ubícua 
en procariotas y eucariotas, que actúa fundamentalmente como detoxificador de ROS 
gracias a su grupo sulfidrilo, capaz de reaccionar con diferentes oxidantes, de manera 
que dos moléculas de GSH  (glutatión reducido) se oxidan a una molécula de GSSG 
(glutatión oxidado). Su concentración en el interior celular puede ser superior a 10 mM 
pero la concentración de GSSG es de tan solo 200 nM, lo que corresponde a un ratio 
GSH:GSSG de 50000:1 (Morgan et al., 2013). Sus propiedades como tamponador redox 
celular derivan de su bajo potencial redox (E’0= -320 mV) y del mantenimiento de su 
estado reducido por acción de la glutatión reductasa dependiente de NADPH (Glr1p) 
en el citosol (Meister A y Anderson ME, 1983; Penninckx MJ, 2002; Morgan et al., 
2013). 
El glutatión participa activamente en numerosas reacciones y procesos celulares 
(Figura 5), entre los que destacan los siguientes. En primer lugar, el glutatión mantiene 
el equilibrio redox celular proporcionando un ambiente reductor al interior celular 
gracias a la elevada relación GSH/GSSG. Además, sirve como fuente de nitrógeno y 
azufre en situaciones de carencia de otras fuentes de estos elementos. También puede 
formar conjugados, espontáneamente o vía glutatión-S-transferasa, con compuestos 
electrófilos para facilitar su eliminación y es capaz de reaccionar directamente con 
radicales libres y/o actuar como cofactor de enzimas antioxidantes como glutatión-S-
tranferasas, glutatión peroxidasas y glutarredoxinas. Es un agente protector de 
proteínas frente a oxidación mediante reacciones de glutationilación o S-tiolación 
(Michelet et al., 2008; McDonagh et al., 2011; Demasi et al., 2013), y también participa 
en el control del transporte electrónico mitocondrial, en procesos de degradación de 
proteínas, de regulación transcripcional, de transporte iónico, de transición entre 
micelio-levadura, así como en el mantenimiento de la integridad celular (Grant et al., 
1996b; 1996a; Penninckx, 2002; Perrone et al., 2005). 
Introducción general 
 
42 
Figura 5. Relación del glutatión con diferentes funciones celulares (adaptado de Penninckx et al., 2002; 
Gómez-Pastor, 2010). 
La síntesis de GSH depende de los productos de los genes GSH1 (L-γ-glutamato-L-
cisteína ligasa) y GSH2 (L-γ-glutamilcisteína-glicina γ-ligasa) en dos reacciones 
consecutivas que requieren ATP (Grant et al., 1997). El gen GSH1 se encuentra 
regulado por el factor transcripcional Yap1p (Lee et al., 1999), mientras que GSH2 
parece expresarse constitutivamente (Inoue et al., 1998). Además se ha observado que 
la actividad de Gsh1p también está controlada por los niveles de GSH, en un 
mecanismo de inhibición “feed-back” para prevenir su acumulación excesiva (Meister y 
Anderson, 1983). Se ha observado que tanto la adición de ciertos compuestos 
oxidantes como diversas situaciones de estrés provocan la disminución de los niveles 
de glutatión intracelular total, permitiendo la activación de GSH1 y otros genes 
antioxidantes (Zadinski et al., 1998; Nie et al., 2005). La deleción del gen GSH1 en 
levaduras de laboratorio implica la incapacidad de sintetizar el tripéptido, por lo que es 
necesaria la adición de glutatión exógeno para permitir el crecimiento (Grant et al., 
1996b; Spector et al., 2001). Paradójicamente, la sobreexpresión del gen GSH1 en 
levaduras industriales presenta un efecto inesperado de incremento de la peroxidación 
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de lípidos y disminución del crecimiento celular y capacidad fermentativa (Gómez-
Pastor et al., 2010b) poniendo de manifiesto la necesidad de una fina regulación del 
metabolismo del glutatión. En cambio, la deleción en cepas de laboratorio del gen 
GSH2 es posible sin necesidad de añadir glutatión exógeno ya que la acumulación del 
dipéptido γ-Glu-Cys confiere propiedades antioxidantes, aunque no sustituye 
completamente las funciones del glutatión y estas levaduras poseen un crecimiento 
deficiente (Grant et al., 1997). 
Una parte considerable de la protección antioxidante recae sobre una batería de 
enzimas implicadas en la descomposición de las ROS. La catalasa produce la 
dismutación del H2O2 en H2O y O2 (Figura I.3). En levadura existe una catalasa A 
peroxisomal, codificado por CTA1, y una catalasa T citosólica, codificada por CTT1. La 
expresión de CTA1 está coordinada con el metabolismo peroxisomal de los ácidos 
grasos, sugiriendo que Cta1p podría funcionar en la desintoxicación de H2O2 generado 
en la β-oxidación (Hiltunen et al., 2003). Ctt1p tendría un papel más general como 
antioxidante durante el estrés oxidativo, ya que la expresión de CTT1 se induce bajo 
diferentes estreses incluyendo el choque térmico, osmótico, limitación de nutrientes y 
estrés por H2O2. En levaduras de cerveza y vínicas se ha observado que la actividad 
catalasa está asociada al metabolismo respiratorio y a la disminución de los niveles de 
GSH durante el proceso de producción industrial de biomasa, incrementando su 
actividad a medida que avanza  el proceso (Grant et al., 1997; Martin et al., 2003; 
Gibson et al., 2007; Gómez-Pastor et al., 2010b). Se desconoce si este efecto es debido 
directamente a la presencia de estrés oxidativo, ya que el gen de la catalasa CTT1 
presenta un elemento STRE en su promotor que implica la regulación de su expresión 
por múltiples factores de estrés (Wieser et al., 1991; Davidson et al., 1996; Costa y 
Moradas-Ferreira, 2001). En estudios de deshidratación para la obtención de levadura 
seca activa se ha observado que la catalasa juega un papel importante en la protección 
de las levaduras frente a la desecación, manteniendo el equilibrio redox intracelular y 
permitiendo la tolerancia frente a la pérdida de H2O (França  et al., 2005; Rossignol et 
al., 2006). 
La superóxido dismutasa (SOD) convierte el anión superóxido a peróxido de 
hidrógeno, el cual puede ser reducido a agua por las catalasas o peroxidasas (Figura 3). 
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En S. cerevisiae existe una forma citoplasmática codificada por el gen SOD1 (Cu/ZnSod) 
y una mitocondrial codificada por SOD2 (MnSod). La isoforma Cu/ZnSod está 
involucrada en la eliminación del anión superóxido del citoplasma, del espacio 
intermembrana mitocondrial y posiblemente también en el peroxisoma (Gralla y 
Kosman, 1992; Jamieson, 1998; Sturtz et al., 2001), mientras que la isoforma MnSod 
está implicada en la protección de la mitocondria frente a los superóxidos generados 
durante la respiración y la exposición a etanol (Jamieson, 1998; Costa et al., 1997). En 
algunas levaduras no-Saccharomyces se han identificado otras isoformas de SOD, 
como es el caso de Candida albicans que expresa una enzima citoplasmática inusual, 
SOD3 (MnSod), al inicio y durante la fase estacionaria (Lamarre et al., 2001; Sheng et 
al., 2011) y las isoformas extracelulares SOD4, SOD6  (ambas Cu/Zn-SOD) (Martchenko 
et al., 2004) y SOD5 (Cu-SOD), asociadas a su patogenicidad (Gleason et al., 2014). 
Además de la función catalítica descrita, se ha propuesto la participación de los SODs 
en la homeostasis de ciertos iones intracelulares, como el cobre y el manganeso (Liu y 
Culotta, 1994; Irazusta et al., 2008), y recientemente, se ha descrito la actividad como 
factor de transcripción en la respuesta a estrés oxidativo de la Cu/ZnSod (Tsang et al., 
2014). Desde el punto de vista de su interés en procesos industriales, Clarkson y 
colaboradores (1991) han demostrado que las actividades de MnSod y Cu/ZnSod, junto 
con la catalasa, cambian drásticamente al añadir o eliminar el oxígeno durante la 
fermentación de mosto de cerveza (Gibson et al., 2007). También se ha descrito un 
incremento en la actividad MnSod a medida que avanza el proceso de propagación de 
biomasa de levaduras vínicas en medio melaza, que presenta una baja actividad en la 
fase fermentativa inicial pero se induce a medida que aumenta el contenido en etanol 
y como consecuencia de su respiración al agotarse los azúcares fermentables. Por el 
contrario, la actividad  Cu/ZnSod disminuye a lo largo de dicho proceso de propagación 
lo que sugiere que podría participar en la protección celular durante el metabolismo 
fermentativo de la fase inicial de batch. A lo largo de todo el proceso se ha descrito 
una correlación directa entre los niveles de actividades MnSodp y catalasa y la 
capacidad fermentativa de la biomasa de levaduras (Gómez-Pastor et al., 2010a). 
Las metionina sulfóxido reductasas (MSR) revierten la oxidación del sulfóxido de 
metionina en metionina mediante una reducción dependiente de grupos tiol 
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(Moskovitz et al., 1999), lo que sugiere que este aminoácido puede jugar un papel 
antioxidante en la eliminación de ROS (Stadtman et al., 2003). Las levaduras contienen 
tres enzimas MSR: fRMsr, MsrA y MsrB (Le et al., 2009), la primera implicada en 
reducción de Met-R-SO libres, mientras las otras dos actúan sobre residuos de Met 
oxidados en proteínas.  
Las peroxirredoxinas poseen residuos de Cys conservados en su centro activo y 
catalizan la reducción del H2O2 u otros hidroperóxidos orgánicos y peroxinitritos 
utilizando, principalmente, la tiorredoxina (tiol-disulfuro oxidorreductasa) como poder 
reductor. Dependiendo del número de cisteínas catalíticas en su centro activo, se 
clasifican en tres grupos: con 1-Cys, con 2-Cys y atípicas con 2-Cys (Rhee et al., 2005). 
S. cerevisiae tiene una 1-Cys peroxirredoxina mitocondrial (Prx1p) y  cuatro 2-Cys 
peroxirredoxinas: Tsa1p y Tsa2p citoplasmáticas, Ahp1p mitocondrial y/o peroxisomal, 
y Dot5p nuclear. También posee tres peroxirredoxinas 2-Cys atípicas (Gpx1p, Gpx2p, y 
Gpx3, con diferentes localizaciones subcelulares), estructuralmente homólogas a las 
glutatión peroxidasas, y que utilizan el glutatión y la tiorredoxina como poder reductor 
(Delaunay et al., 2002; Tanaka et al., 2005; Ohdate et al., 2010).  Los niveles de las 
peroxirredoxinas Prx1p, Ahp1p y Tsa1p aumentan a lo largo del proceso de 
propagación de biomasa de levaduras vínicas, probablemente debido al estrés 
oxidativo que implica este proceso (Gómez-Pastor et al., 2010a), y el aumento 
adicional del nivel de Tsa1p producido por la sobreexpresión de la tiorredoxina Trx2p 
correlaciona con una mejora de la capacidad fermentativa de la levadura seca activa 
(LSA) obtenida, lo que sugiere una mejora en la tolerancia al estrés oxidativo (Gómez-
Pastor et al., 2012a). 
En levaduras, los sistemas más importantes de protección y reparación de daños 
celulares causados por ROS son el sistema tiorredoxina y el sistema glutarredoxina que 
actúa conjuntamente con el glutatión y se catalogan como sistemas de tiol-reducción 
dependientes de NADPH (Grant, 2001; Toledano  et al., 2003; Wheeler y Grant, 2004).  
El sistema tiorredoxina depende de la acción conjunta de las tiorredoxinas y la 
tiorredoxina reductasa. Las tiorredoxinas son pequeñas proteínas (11-14 KDa) con 
actividad tioloxidorreductasa que poseen en su centro activo dos residuos conservados 
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de cisteína (Trp-Cys-Gly-Pro-Cys) (Holmgren, 1989). Estas moléculas son utilizadas 
como sustrato de oxidación por las peroxirredoxinas como Tsa1p (anteriormente 
descritas), y son reducidas directamente por el NADPH mediante la acción del 
flavoenzima tiorredoxina reductasa (Trr1p, Trr2p). Las tiorredoxinas también 
participan en la reducción de otros enzimas como la ribonucleótido-difosfato 
reductasa (RNR, requerida para el mantenimiento del pool de dNTPs para síntesis de 
DNA) y el enzima 3’-fosfoadenosina 5’-fosfosulfato reductasa (PAPS, requerida para la 
asimilación de azufre), así como en la modulación del estado redox general de los 
grupos sulfidrilo de las proteínas y el plegamiento proteico (Rietsch y Beckwith, 1998) y 
en la regulación de factores de transcripción (Kuge and Jones, 1994). S. cerevisiae 
posee dos genes (TRX1 y TRX2) que codifican las tiorredoxinas citoplasmáticas también 
presentes en la vacuola (Xu y Wickner, 1996), con un 76% de homología de secuencia 
entre ellas. TRX2 parece estar implicado no sólo en la respuesta frente a estrés 
oxidativo sino también en la protección frente a estreses reductores (como la adición 
de DTT) evitando la agregación de proteínas ribosomales a través de la actividad 
chaperona de Tsa1p (Trotter y Grant, 2002; Rand y Grant, 2006). Simulaciones a escala 
de laboratorio de la producción de LSA demuestran que la sobreexpresión de TRX2 
aumenta el rendimiento en biomasa y la capacidad fermentativa del producto final al 
provocar un incremento de la transcripción de los genes regulados por Yap1p y otros 
genes relacionados con el estrés oxidativo, de las actividades de los enzimas Sod1p, 
Sod2p y catalasa y de los niveles de glutation (Gómez-Pastor et al., 2010b), además de 
una reducción de los niveles de peroxidación lipídica y de carbonilación proteíca, 
especialmente, de las proteínas que participan en el metabolismo de los 
carbohidratos,  como son la alcohol deshidrogenasa (Adh1p), la gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa (Tdh3p) (Gómez-Pastor et al., 2010a; Gómez-Pastor et al., 
2012a) y la hexoquinasa (Hxk2p) (Gómez-Pastor et al., 2012b). También se ha 
observado una mejora del perfil organoléptico del vino en cepas sobreexpresantes de 
TRX2 (Gómez-Pastor et al., 2010b). Las levaduras, al igual que otros muchos 
eucariotas, poseen un sistema tiorredoxina mitocondrial completo formado por TRX3 y 
TRR2 (Pedrajas et al., 1999; Miranda-Vizuete et al., 2000) que puede funcionar 
independientemente del sistema tiorredoxina citoplasmático, actuando como un 
sistema antioxidante de las ROS generadas en la propia mitocondria (Predajas et al., 
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1999). Sin embargo, este sistema depende de la presencia en la mitocondria del 
enzima glutatión reductasa (Glr1p), la cual se localiza tanto en el citoplasma como en 
la mitocondria (Trotter y Grant, 2005). Este hecho pone de manifiesto la interconexión 
entre el metabolismo del glutatión y las tiorredoxinas, junto el hecho de que GRL1 
fuera identificado en mutantes carentes de tiorredoxinas (Muller, 1996).  
Por otro lado, el sistema glutarredoxina (GRXs) (revisado en Herrero  et al., 2006, 2010 
y en Morano  et al., 2012) actúa conjuntamente con el glutatión, ya que su reducción 
implica la acción del NADPH y la glutatión reductasa (Glr1p), de manera que los 
electrones fluyen desde el NADPH a la glutatión reductasa y luego al glutatión, que 
finalmente actúa como donador de H+ para las glutarredoxinas. Su función, estructura 
y tamaño son muy similares a las de las tiorredoxinas (Holmgren 1989; Vlamis-Gardikas 
y Holmgren, 2002). Las  glutarredoxinas pueden clasificarse en dos subfamilias en 
función del número de cisteínas en su centro; así encontramos glutarredoxinas 
ditiólicas, con un dominio conservado CPY/FC (Grx1p, Grx2p y Grx8p), y 
glutarredoxinas monotiólicas con el dominio CGFS (Grx3-7p) encontrándose en  
distintos compartimentos subcelulares incluyendo el núcleo (Grx3/4), la mitocondria 
(Grx5) y en la ruta de secreción vacuolar (Grx6p-retículo endoplasmático- y Grx7p- 
aparato de Golgi) (Molina et al., 2004; Izquierdo et al., 2008; Mesecke et al., 2008; 
Eckers et al., 2009). Entre las funciones principales de las glutarredoxinas ditiólicas 
(Grx1p-citosólicas- y Grx2p-en citosol y mitocondria) se encuentra la de reducir los 
puentes disulfuro intramoleculares en proteínas provocados como consecuencia del 
estrés oxidativo.  
Las glutatión transferasas (GST) son una familia de enzimas localizadas en el citosol, 
mitocondria y vacuola, capaces de reaccionar con múltiples sustratos  (McGoldrick et 
al., 2005). Su principal función es la de conjugar el glutatión reducido vía disulfuro con 
centros electrófilos de los diferentes sustratos facilitando la desintoxicación tanto de 
peróxidos lipídicos como de xenobióticos a través de la vacuola (Collinson et al., 2002). 
Las GSTs están dividias en numerosas clases  en función de su secuencia primaria y 
especificidad de sustrato (Hayes et al., 2005). Entre todas ellas, las GSTs de tipo 
Omega-GST pertenecen a la familia de las tiorredoxinas, lo que indica también una 
gran similitud funcional y estructural con las glutarredoxinas (Collinson y Grant, 2003). 
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En S. cerevisiae se pueden encontrar, al menos 3 GSTs pertenecientes a la familia 
Omega-GST (Gsto1p, Gsto2p y Gsto3p) (Garcera et al., 2006), están reguladas por Yap1 
y elementos STRE; poseen actividad tiol transferasa (glutaredoxina) y peroxidasa 
(Morano et al., 2012); y las glutatión transferasas  Gtt1p y Gtt2p (Choi et al., 1998), 
cuya expresión se induce furante el cambio diáxico y durante la fase estacionaria. 
Gtt1p y Gtt2p están relacionadas íntimamente con Grx1p y Grx2p adoptando funciones 
similares (Collinson  y Grant, 2003). Al parecer, Gtt1p y Gtt2p son esenciales en la 
respuesta a estrés oxidativo por H2O2 en un mecanismo que implica el reciclaje del 
glutatión para la desintoxicación celular (Mariani et al., 2008). 
La sulfirredoxina (SRX1) es una enzima capaz de recuperar el estado reducido de 
residuos de cisteína oxidados a ácido sulfínico (-SO2) o sulfónico (-SO3) de los residuos 
de cisteína oxidados en una reacción que requiere magnesio y ATP. Su expresión está 
regulada por los factores transcripcionales Yap1p y Skn7p ante un estrés oxidativo. 
También presenta una regulación a nivel traduccional via cAMP-PKA en condiciones de 
restricción calórica. Participan en la desglutationilación y en reducción de la 
hiperoxidación reversible de las 2-Cys peroxirredoxinas, regulando a su vez, su función 
chaperona (Jeong et al., 2012). 
Los enzimas implicados en la ruta de las pentosas fosfato como la glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa (Zwf1p), la transcetolasa (Tkl1p) y la ribulosa 5-fosfato epimerasa 
(Rpe1p) son cruciales para la producción de poder reductor intracelular en forma de 
NADPH, totalmente necesario para la función de las tiorredoxinas, el glutatión y las 
glutarredoxinas (Holmgren, 1989). De hecho, mutantes en los que se elimina alguno de 
los genes anteriormente mencionados presentan una mayor sensibilidad a los 
diferentes oxidantes (Juhnke et al., 1996; Slekar et al., 1996). Además, recientemente, 
se ha demostrado que la transición entre la glicolisis y la ruta de las pentosas fosfato 
actúa como sensor redox y regula la transcripción ante un estrés oxidativo severo 
(Krüger et al., 2011). 
A pesar de los numerosos sistemas de defensa antioxidante presentes en las células, la 
exposición a un estrés oxidativo severo, ya sea endógeno o exógeno, genera la 
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acumulación de especies reactivas del oxígeno, provocando importantes daños a nivel 
celular, en el DNA y RNA, en las proteínas y en lípidos de membrana. 
Los daños provocados en el DNA están mediados principalmente por la acción del 
radical hidroxilo (OH·), así como de radicales derivados de la peroxidación de lípidos y 
proteínas (Cadet et al., 1997). Se ha descrito que el malondialdehído (MDA), 
subproducto de la peroxidación de lípidos, forma aductos con las bases nitrogenadas 
generando hasta un total de 60 tipos de modificaciones en el DNA. Entre estos 
cambios se encuentran la rotura de la doble cadena, modificaciones directas de las 
bases, formación de huecos y entrecruzamiento. Además, existen modificaciones a 
nivel del esqueleto carbonado de la hélice que eliminan los átomos de hidrógeno 
desestabilizando la estructura completa de la molécula (Toledano et al., 2003). Los 
daños oxidativos en el RNA están menos estudiados pero la acumulación de RNA 
dañado o la alteración de sus funciones se ha relacionado con enfermedades 
neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, demencia senil, esclerosis lateral 
amiotrófica) debido a la expresión aberrante de microRNAs y proteínas con la 
subsiguiente alteración de las rutas que regulan (Nunomura et al., 2007, 2012). 
La oxidación de proteínas es el daño más común durante el estrés oxidativo, ya sea 
producido directamente por la acumulación de ROS o por subproductos generados a 
partir de otros daños celulares como la peroxidación de lípidos (Esterbauer et al., 
1991). Las proteínas pueden  presentar modificaciones oxidativas reversibles, como S-
glutationilación, S-nitrosilación, sulfoxidación de metionina (Michelet et al., 2008) y la 
carbonilación de proteínas, cuya función es la de proteger a las células frente a 
oxidaciones irreversibles y modular la actividad proteica (regulación redox). 
Recientemente, se ha determinado la importancia del papel del proceso carbonilación-
descarbonilación en el mecanismo de señalización por ROS (Wong et al., 2012; Wong 
et al., 2013). En la carbonilacion de proteínas, grupos carbonilos (aldehídos o cetonas) 
son introducidos en las proteínas (Suzuki et al., 2010). La carbonilación proteíca 
primaria implica la oxidación directa de aminoácidos (prolina, arginina, lisina y 
treonina) por los grupos hidroxilos generados en la reducción de H2O2 por metales 
(Fe2+, Cu2+) (Requena et al., 2001). La carbonilación proteíca secundaria implica la 
incorporación de grupos aldehídos (adición de Michael) a residuos de lisina, histidina o 
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cisteína; o la formación de productos de glicación avanzada donde azúcares reductores 
reaccionan con el grupos aminos de una lisina y una arginina generando bases Schiff 
(R1R2 C=NR3) (Ellis, 2007; Madian and Regnier, 2010). Wong y colaboradores (2012) 
han demostrado que la carbonilación proteíca primaria es un proceso reversible que 
media el mecanismo de señalización de ROS. Es más, se ha descrito la descarbonilación 
de las peroxirredoxinas 2 y 6  como un proceso tiol-dependiente mediado por las 
glutarredoxinas (Grx1p) (Wong et al., 2013). Otros estudios corroboran indirectamente 
que la carbonilación proteíca es un proceso reversible.  Gómez-Pastor y colaboradores 
(2012a) estudiaron la carbonilación proteíca a lo largo del proceso de propagación de 
biomasa observando un máximo de carbonilación (para la peroxirredoxina Ahp1p, 
entre otras proteínas) a las 15 horas del proceso que luego descendía al final del 
mismo sin que hubiera una reducción del nivel proteíco. Además de la importancia de 
este proceso en la regulación de la respuesta a estrés oxidativo, actualmente se 
comienzan a estudiar los daños celulares a nivel de carbonilación de proteínas como 
criterio de selección de cepas vínicas con mayor capacidad de responder al estrés 
oxidativo y presentar mejores habilidades fermentativas ya que se ha demostrado 
altos niveles de carbonilación de las proteínas implicadas en la glicolisis y fermentación 
(principalemente gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (Tdh3p) y alcohol 
deshidrogenasa (Adh1p)), proteínas mitocondriales y proteínas relacionadas con el 
ciclo del ácido tricarboxílico (Gómez-Pastor et al., 2012a) durante la producción de 
biomasa. De hecho, la sobrexpresión del gen TRX2 en cepas vínicas disminuye los 
niveles de carbonilación en Tdh3p y Adh1p e incrementa su capacidad fermentativa. 
La acumulación de ROS, especialmente de OH·, provoca una reacción de peroxidación 
lipídica que comienza con la oxidación de las cadenas de lípidos insaturados formando 
un primer radical lipídico. En presencia de O2, los radicales lipídicos se convierten en 
radicales peroxilo y alcohoxilo que son los que llevan a cabo el proceso de 
peroxidación de lípidos y desestabilización de las membranas celulares (Halliwell y 
Guttaridge, 1986). Este proceso de peroxidación genera a su vez otros compuestos 
derivados conocidos como TBARS (Tiobarbituric acid-reactive Substances), por su 
capacidad de reaccionar con el ácido tiobarbitúrico (Espindola et al., 2003), como el 
malondialdehído (MDA) o el 4-hidroxinenal (4-HNE) que reacciona rápidamente con 
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otras moléculas biológicas, formando principalemente aductos con las bases 
nitrogenadas del DNA y con las proteínas (Esterbauer et al., 1991). Se trata de un 
proceso complejo que afecta a todos los organismos eucariotas e implica la 
propagación de radicales lipídicos afectando al consumo de oxígeno y a la estabilidad 
celular (Hayes et al., 2005). Los trabajos realizados por Reverter-Branchat y 
colaboradores (2004) demuestran que células cultivadas en condiciones de restricción 
calórica en medios con glucosa 0.5% muestran una menor peroxidación de lípidos que 
aquellas crecidas en glucosa 2%, además de presentar mayor viabilidad tras ser 
sometidas a 60 días de crecimiento. Del mismo modo se observa una reducción en los 
niveles de peroxidación lípidica en cepas de levaduras vínicas cultivadas en medio YPG 
(metabolismo respiratorio) en comparación con medios YPD (metabolismo 
fermentativo) (Gómez-Pastor et al., 2013). Las diferencias de peroxidación lipídica 
observadas en células cultivadas en condiciones aeróbicas y anaeróbicas se deben 
fundamentalmente a la composición de las membranas celulares en cada una de las 
condiciones. En condiciones anaeróbicas, las membranas están enriquecidas en ácidos 
grasos saturados y en menor medida en ácido oleico y linoleico, mientras que en 
condiciones aeróbicas las membranas poseen mayor cantidad de ácido palmitoléico y 
oleico. Estas diferencias de composición, determinadas por las diferentes condiciones 
de crecimiento, influyen en la predisposición a sufrir mayores daños oxidativos en 
células anaeróbicas (Steels et al., 1994). Al igual que la oxidación de proteínas, la 
peroxidación de lípidos puede actuar como sensor de estrés oxidativo al verse 
estimulada la transcripción de genes de componentes de la ruta de las pentosas 
fosfato y la β-oxidación de ácidos grasos y reprimida la expresión de genes de 
componentes de la cadena de transporte electrónico (Andrisic et al., 2015). La 
utilización de compuestos antioxidantes como el ácido ascórbico (vitamina C) o α-
tocoferol (vitamina E) demuestra que es posible disminuir los daños producidos por la 
peroxidación de lípidos en células previamente tratadas con estos compuestos 
(Belinha  et al., 2007; Belhachemi et al., 2014). A pesar de que se ha demostrado que 
se pueden reducir los daños oxidativos incrementando las defensas antioxidantes de la 
célula, esto no implica que todos los componentes celulares antioxidantes participen 
por igual en la protección frente a dichos daños, ya que levaduras en las que se elimina 
el gen CTT1 (catalasa citoplasmática) o el gen TRX2 (tiorredoxina citoplasmática) no 
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presentan aumentos en la peroxidación de lípidos con respecto a la cepa control 
(França et al., 2005; Gómez-Pastor et al., 2013). Otros compuestos polifenólicos 
presentes en gran cantidad de frutas, vegetales y compuestos derivados como el vino 
han mostrado una disminución de los daños provocados por peroxidación lipídica en 
levaduras tratadas con dichos compuestos (Soobratte et al., 2005; Dani et al., 2008; da 
Silva et al., 2012) indicando un posible mecanismo de acción antioxidante a nivel de las 
membranas celulares. Además, tratamientos con trehalosa también muestran una 
reducción de la peroxidación de lípidos frente a estrés oxidativo (Herdeiro et al., 2006). 
3.2 ESTRÉS DURANTE LA PRODUCCIÓN DE BIOMASA DE LEVADURA 
Varios estudios han evaluado distintos parámetros, tales como la energía, la cinética y 
el rendimiento, del proceso de producción de biomasa (Reed, 1982; Chen and Chiger, 
1985; Reed and Nagodawithana, 1991; Degre, 1993). Sin embargo, los aspectos 
bioquímicos y moleculares de la adaptación de las levaduras industriales a las 
condiciones de crecimiento adversas que presenta la producción de biomasa solo se 
han abordado en los últimos años.  
La monitorización de genes marcadores relacionados con el estrés, tales como HSP12, 
GPD1, STI1 y TRX2, durante la propagación de biomasa de levaduras vínicas han 
demostrado que el estrés osmótico (GPD1) y el estrés oxidativo (TRX2) son las 
principales condiciones adversas que sufre S. cerevisiae durante este proceso (Pérez-
Torrado et al., 2005). Más tarde, el análisis de la expresión génica global durante el 
proceso de producción de biomasa estableció puntos críticos de estrés a lo largo del 
proceso basándose en el perfil de expresión de diferentes genes de respuesta a estrés 
oxidativo (Gómez-Pastor et al, 2010a). Se han establecido tres puntos de estrés 
durante la propagación de biomasa (Ver apartado 2.1 “Propagación de levaduras 
vínicas”): 1. Durante la transición metabólica desde la fermentación a la respiración en 
la fase batch; 2. Al final de la fase batch cuando el etanol es totalmente consumido y; 
3. Al final de la fase fed-batch, después de un largo periodo bajo el metabolismo 
respiratorio. Entre ellos, la transición metabólica durante la fase de batch es la más 
relevante por sus efectos sobre el perfil de expresión génica, pudiendo destacar la 
inducción de genes relacionados con: 1. Estrés oxidativo (TRX2, GRX2 y PRX1), 2. 
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Degradación de proteínas, 3. Respiración aeróbica y 4. Producción de NADPH; mientras 
que de las proteínas ribosomales resultan dramáticamente reprimidos (Gómez-Pastor 
et al., 2010a). Se han obtenido resultados similares en análisis de expresión génica 
global durante la propagación de levaduras cerveceras, en la cual también se ha 
observado una fuerte inducción de los genes de biosíntesis del ergosterol y de los 
relacionados con la protección frente al estrés oxidativo al inicio de la fermentación 
industrial de tipo lager (revisado in Gibson et al., 2008). Por lo tanto, mientras que el 
estrés osmótico juega un importante papel en las etapas iniciales de la propagación de 
la biomasa debido a la elevada concentración de azúcares presente en las melazas, el 
estrés oxidativo está presente durante todo el proceso (revisado in Gibson et al., 
2007). 
Como se ha mencionado antes, es necesario un suplemento de oxígeno para generar 
biomasa y para asegurar las condiciones fisiológicas óptimas para una fermentación 
eficaz (Hulse, 2008). El oxígeno se requiere para la síntesis de lípidos, los cuales son 
necesarios para mantener la integridad de la membrana y su función, y 
consecuentemente, también para la replicación celular y la biosíntesis de esteroles y 
de ácidos grasos insaturados. A pesar de su toxicidad potencial, eliminar el oxígeno en 
la primera etapa de la fase batch disminuye el rendimiento en biomasa (Boulton et al., 
2000; Pérez-Torrado et al., 2009) y evita la expresión de los genes relacionados con la 
respuesta a estrés oxidativo, tales como TRX2 y GRE2, lo cual conlleva a un incremento 
en el daño celular oxidativo, como la peroxidación de lípidos, cuando el biorreactor es 
re-oxigenado para oxidar el etanol (Pérez-Torrado et al., 2009). Clarkson  y 
colaboradores (1991) demostraron que las defensas celulares antioxidantes, como las 
actividades de la superóxido dismutasa Cu/Zn (Sod1p), de la superóxido dismutasa Mn 
(Sod2p) y de la catalasa de las levaduras cerveceras también cambian rápidamente 
después de añadir o eliminar el oxígeno de la fermentación.  
Durante una propagación a escala industrial de levaduras vínicas y de cerveza, las 
actividades de las enzimas catalasa y Mn-SOD incrementan a medida que avanza la 
propagación (Martin et al., 2003; Gómez-Pastor et al., 2010b), mostrando la 
importancia de la respuesta al estrés oxidativo durante el proceso, mientras que 
Cu/Zn-SOD transitoriamente se acumula al final de la fase batch cuando el etanol es 
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consumido (Gómez-Pastor et al., 2010b). Gómez-Pastor y colabordores (2010b) 
estudiaron los diferentes tipos de daño oxidativo que tienen lugar durante la 
propagación revelando que la peroxidación lipídica incrementa consideradamente 
durante la transición metabólica desde la fermentación a la respiración, y que 
disminuye a niveles basales durante la fase fed-batch. Además, el análisis de 
carbonilación de proteínas, uno de los daños oxidativos más importantes (Stadtman y 
Levine, 2003), mostró diferentes patrones de oxidación proteica durante la 
propagación de biomasa, llegando a la carbonilación global máxima al final de la fase 
batch (Gómez-Pastor et al., 2012a). Además, se ha demostrado que las proteínas 
glicolíticas y de fermentación (tales como Adh1p, Tdh3p y Eno1p) presentan mayor 
daño oxidativo al final de la fase fed-batch lo cual explicaría la pérdida de capacidad 
fermentativa tras la producción de biomasa (Gómez-Pastor et al., 2012a). Por otro 
lado, la acumulación de metabolitos como el glutatión (Pérez-Torrado et al., 2005; 
Gómez-Pastor et al., 2010a), trehalosa (Garre, 2008) y glucógeno (François y Parrou, 
2001) al final de la fase fed-batch también evidencian el estrés oxidativo asociado al 
proceso de propagación de biomasa. 
Estudios de carácter transcriptómico durante la propagación de levaduras vínicas 
industriales han revelado un aumento en la expresión de genes relacionados con la 
respuesta a estrés, respiración, transporte, degradación de proteínas, metabolismo de 
carbohidratos, producción de NADPH, plegamiento de proteínas y proteínas 
ribosomales (Gómez-Pastor et al., 2010a). En este análisis se halló una correlación 
directa entre la expresión génica y el estado fisiológico de la células, presentando una 
mayor expresión de genes del metabolismo fermentativo, genes mitocondriales y 
estrés oxidativo  (por la presencia del oxígeno) en la fase batch mientras que en la 
etapa de cambio diáuxico se hallan inducidos genes relacionados con la respuesta por 
carencia de nutrientes, estrés por etanol y estrés oxidativo, genes del ciclo TCA y ciclo 
del glioxilato,  ruta de las pentosas fosfato, síntesis de trehalosa y glucógeno y genes 
del metabolismo respiratorio.  Por último, al final del proceso de propagación se 
encontraron inducidos genes del metabolismo respiratorio y estrés oxidativo. De estos 
resultados se puede concluir que el mayor cambio en el perfil transcripcional ocurre en 
la transición entre el metabolismo fermentativo y respiratorio concordando con otros 
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estudios de expresión de genes individuales (Pérez-Torrado et al., 2005, 2009; Gómez-
Pastor et al., 2010a). Además, cabe destacar que sólo los genes relacionados con el 
estrés oxidativo y mitocondriales son inducidos durante todo el proceso de producción 
de biomasa. 
Se han realizado estudios proteómicos con el fin de correlacionar las fluctuaciones en 
los niveles de mRNA de diversos genes de estrés y genes del metabolismo glicolítico 
durante la propagación de biomasa con su correspondiente nivel de proteína y las 
implicaciones finales en la actividad enzimática de dichas proteinas. Gómez-Pastor y 
colaboradores (2010a) revelaron que varias isoformas de enzimas glicolíticas 
incrementan durante la producción de biomasa sin observar variaciones en su 
expresión génica global al final del proceso. Este fenómeno, probablemente se deba a 
las modificaciones post-traduccionales (oxidación, acetilación, fosforilación o 
ubiquitinación) después de la exposición al estrés oxidativo (Costa et al., 2001; Gómez-
Pastor et al., 2010a). Trabalzini et al. (2003) sugirieron que algunas isoformas 
específicas de la ruta glicolítica/gluconeogénesis de las levaduras vínicas estan 
involucradas en la adaptación fisiológica a diferentes estreses presentes durante la 
fermentación. En este sentido, son importantes los experimentos de propagación de 
biomasa utilizando una cepa delecionada para TRX2, la cual tenía bajo número de 
algunas isoformas de enzimas glicolíticas y, consecuentemente, un aumento en el 
daño celular oxidativo, por ejemplo la peroxidación lípidica y la carbonilación global 
protéica (Gómez-Pastor et al., 2012a). Además, las proteínas con mayor nivel de 
expresión al final de la propagación de biomasa son: Tdh1p (gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa), y Bmh1p y Bmh2p (Gómez-Pastor et al., 2010a). Las proteínas Bmh1p 
y Bmh2p son homólogas a las proteínas 14-3-3 de mamíferos, implicadas en la 
regulación global proteíca a nivel post-traduccional (Bruckmann et al., 2007), y su 
expresión al final de la producción de biomasa es importante porque controlan la 
traducción de varias proteínas glicolíticas (Fba1p, Eno1p, Tpi1p, Pck1p, Tdh1p, Tdh3p y 
Gpm1p), los niveles de las proteínas implicadas en la biosíntesis de aminoácidos y la 
traducción de las proteínas de choque térmico (Bruckman et al., 2007). Esto podría 
explicar la pérdida de correlación entre los análisis de transcriptómica y proteómica de 
los enzimas glicolíticos durante la producción de biomasa.  
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En la Figura 6 se resume los diferentes tipos de estrés que afectan a las levaduras 
durante el proceso de producción de LSA. 
 
Figura 6. Digrama de las diferentes etapas de producción de LSA (adaptado de Gómez-Pastor et al., 
2011). Los parámetros mostrados a lo largo del proceso de propagación de biomasa (sacarosa y 
producción/consumo de etanol, O2 disuelto, densidad celular y tasa de alimentación) han sido 
adaptados de Gómez-Pastor et al., 2010a. En la representación de las células de levaduras se muestra el 
estado celular con los metabolitos, proteínas y la expresión génica más relevante durante el proceso. 
Tras la propagación de la levadura de interés, la biomasa es deshidratada 
proporcionando mayor estabilidad al producto, reducción de los riesgos de 
contaminación y aumento de los beneficios económicos (Chen y Chiger, 1985). Pero 
este proceso  de deshidratación industrial también implica cambios medioambientales 
adversos que afectan a la fisiología celular (Figura 6). Cuando la biomasa está siendo 
concentrada, se eliminan las moléculas de agua y la temperatura sube afectando a la 
viabilidad y la vitalidad de las células. Se sabe que la deshidratación produce la 
detención del crecimiento celular y daños severos en las membranas y en las proteínas 
(Potts, 2001; Singh et al., 2005). La eliminación de las moléculas de agua causa 
desnaturalización proteica, agregación y pérdida de la actividad de los enzimas de 
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forma irreversible (Prestrelski et al., 1993). Además, a nivel de la membrana, la 
desecación está asociada con el aumento del empaquetamiento de los grupos polares 
de los fosfolípidos, y con la formación de endovesículas destinadas a la lisis celular 
durante la rehidratación (Crowe y Crowe, 1992; Simonin et al., 2007). Las levaduras 
poseen varias estrategias para mantener la fluidez de la membrana (Beney y Gervais, 
2001) frente distintos estreses. Una de ellas es la acumulación de ergosterol, principal 
esterol en S. cerevisiae. Los esteroles mantienen la distribución lateral heterogénea de 
lípidos y proteínas de membrana ya que inducen micro-dominios, también llamados 
“balsas lipídicas” (Simons e Ikonen, 1997). Se ha relacionado la síntesis de ergosterol 
con la tolerancia a estrés de las levaduras (Swan y Watson, 1998) como también ha 
sido documentado su papel beneficioso en las diferentes etapas de la producción de 
biomasa. Su síntesis durante la propagación de la levadura es crítica para asegurar la 
tolerancia al etanol en la fermentación del vino (Zuzuarregui et al., 2006). Además, la 
adición de ácido oleico y ergosterol durante la fermentación vínica mitiga el estrés 
oxidativo por la reducción no solo del contenido intracelular de especies reactivas del 
oxígeno si no también del daño a membranas y proteínas, y aumenta la viabilidad 
(Landolfo et al., 2010).  
Análisis fenotípicos y transcriptómicos durante la desecación de una cepa de 
laboratorio han indicado que ese proceso implica la exposición a un conjunto de 
estreses que producen cambios sobre aproximadamente el 12% del genoma de la 
levadura (Ratnakumar et al., 2011). Bajo estas condiciones de desecación, se indujeron 
71 genes agrupados en la categoría de “respuesta a estrés ambiental” sugiriendo un 
papel de los factores de transcripción de respuesta general de estrés Msn2p y Msn4p. 
Además, en la búsqueda de genes que ofrezcan tolerancia a la desecación se han 
identificado varios reguladores transcripcionales o proteín quinasas implicadas en la 
respuesta a estrés oxidativo (ATF1, SKN7) y osmótico (HAL9, MSN1, MSN2, MSN4, 
HOG1, PBS2, SSK2). Garre y colaboradores (2010) realizaron un análisis de los genes 
marcadores de estrés (HSP12, HSP90, GPD1, GSH1, TRX2, GRX2, GRX5, TRR1 y TSA1) 
durante la producción de LSA a escala de planta piloto revelando que la inducción de la 
expresión génica de dichos marcadores de estrés en la levadura vínica T73 es 
moderada, aunque estadísticamente significativa, en algunas etapas tales como el 
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secado con aire caliente y en el producto final. La mayor inducción se obtuvo para el 
gen marcador de estrés oxidativo GSH1 que codifica la enzima γ-glutamilcisteina 
sintetasa. También se observó una inducción significativa de otros genes implicados en 
la respuesta a estrés oxidativo como TRR1 y GRX5, un aumento de los niveles de 
peroxidación lipídica, una mayor acumulación intracelular de glutatión y  una mayor 
cantidad de glutatión oxidado en los primeros minutos de la deshidratación. Estudios 
transcriptómicos globales llevados a cabo con levadura comercial seca y tras su 
rehidratación en mosto sintético mostraron también la inducción de genes 
relacionados con la respuesta a estrés oxidativo como son CTT1, SOD1, SOD2, GTT1 y 
GTT2 (Rossignol et al., 2006). Actualmente, los daños por radicales libres están 
emergiendo como uno de los más importantes daños en la deshidratación. Varios 
estudios con levaduras de laboratorio muestran una considerable acumulación de ROS  
durante la deshidratación que resulta en la desnaturalización proteica, daños en ácidos 
nucleicos y peroxidación lipídica (Espindola et al., 2003; Pereira et al., 2003; França et 
al., 2005, 2007). Por lo tanto,  los sistemas antioxidantes juegan un papel esencial en la 
tolerancia de las levaduras a la desecación. De hecho, la sobreexpresión de genes que 
codifican para enzimas antioxidantes, como son SOD1 y SOD2, incrementan la 
supervivencia tras la deshidratación (Pereira et al., 2003), mientras que un mutante sin 
actividad catalasa citosólica es más sensible a la pérdida de agua (França et al., 2005). 
Además, la sobreexpresión del gen TRX2 en cepas vínicas mejora la capacidad 
fermentativa y reduce el daño oxidativo intracelular tras la deshidratación en 
comparación con la cepa parental (Pérez-Torrado et al., 2009; Gómez-Pastor et al., 
2010b). Por otro lado, el glutatión también parece tener un papel significativo en el 
mantenimiento del balance redox intracelular durante la desecación de biomasa ya 
que una cepa mutante deficiente en glutatión está mucho más oxidada tras la 
deshidratación que la cepa salvaje, y muestra una elevada pérdida de viabilidad 
(Espindola et al., 2003).  
La acumulación de algunos metabolitos se ha relacionado con la resistencia de las 
levaduras a la deshidratación y subsiguiente rehidratación. Uno de ellos es el 
aminoácido prolina. Este aminoácido exhibe multiples funciones in vitro: aumenta la 
estabilidad de las proteínas, del DNA y de las membranas, inhibe la agregación 
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proteica, y actúa eliminando ROS. Sin embargo, su función in vivo, especialmente como 
antioxidante, es pobremente entendida (Takagi et al., 2008). Aunque S. cerevisiae no 
acumula este aminoácido en respuesta a estrés, se ha demostrado que mutantes que 
lo acumulan son más tolerantes a la deshidratación, congelación y al estrés oxidativo o 
por etanol (revisado en Takagi, 2008; Kaino y Takagi, 2009) y mejoran su capacidad 
fermentativa (Sasano et al., 2012a, b). De hecho, recientemente se ha comprobado 
que el aumento del metabolismo de síntesis de la prolina y la arginina conlleva a un 
aumento de la resistencia a estrés (oxidativo, por deshidratación y por congelación) vía 
síntesis oxido nitroso (NO) (Kitagaki y Takagi, 2014). 
Las levaduras vínicas acumulan grandes cantidades del disacárido trehalosa, 
normalmente un 12-20% del peso seco de la célula (Degre, 1993), aunque se han 
detectado porcentajes mayores en stocks industriales (Garre et al., 2010). Se ha 
propuesto que el contenido de trehalosa es uno de los factores más importantes que 
afectan a la supervivencia tras la deshidratación. Levaduras panaderas con un 5% de 
trehalosa son 3 veces más sensibles a la desecación que las células que acumulan un 
20% de trehalosa (Cerrutti et al., 2000). La principal función de este metabolito es 
actuar como una molécula protectora en la respuesta a estrés, gracias a varios efectos 
a nivel molecular. La trehalosa protege la integridad de la membrana al unirse a los 
fosfolípidos (revisado en Crowe et al., 1992), conserva la conformación nativa de las 
proteínas y previene la agregación parcial de las proteínas desnaturalizadas. Sin 
embargo, a pesar de sus funciones beneficiosas, la indispensabilidad de este 
metabolito para sobrevivir a la deshidratación es controvertida. Algunos estudios han 
sugerido que su presencia es esencial y necesaria a ambos lados de la membrana para 
poder protegerla (Eleutherio et al., 1993; Sales et al. 2000). Por otro lado, la tolerancia 
a la deshidratación que confiere la trehalosa también parece estar relacionada con su 
habilidad de proteger los componentes celulares de los daños oxidativos (da Costa 
Morato et al., 2008; Trevisol et al., 2011). La adición externa de trehalosa durante la 
deshidratación reduce la oxidación intracelular y la peroxidación lipídica, además, 
incrementa el número de células viables tras la deshidratación (Pereira et al., 2003). Es 
más, la acumulación compensatoria de trehalosa en mutantes hsp12Δ confiere una 
mayor tolerancia a la deshidratación respecto de la cepa silvestre, lo cual es el 
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resultado de un aumento de la protección frente a las especies reactivas del oxígeno 
en las células mutantes (Shamrock y Lindsey, 2008). Algunos estudios proponen la 
utilización de este metabolito para mejorar la tolerancia de la levadura a la 
deshidratación. Un claro y simple ejemplo es el trabajo de Eleutherio y colaboradores 
(1997), donde la acumulación de trehalosa inducida por un estrés osmótico en 
Saccharomyces uvarum var. carlsbergensis antes de la deshidratación es suficiente 
para aumentar la supervivencia hasta un 60% después de la deshidratación, mientras 
que las células con bajo contenido de trehalosa no pueden sobrevivir. La construcción 
de cepas sobre-acumuladoras de trehalosa eliminando las actividades degradativas de 
esta molécula surge como una posible estrategia aplicable en cepas industriales (Kim 
et al., 1996). Estudios en cepas de laboratorio muestran que la deleción de los genes 
ATH1 y NTH1, codificantes de la trehalasa ácida y neutra respectivamente, mejora la 
viabilidad tras la deshidratación al aumentar los niveles intracelulares de trehalosa por  
inhibición de la degradación y movilización de este metabolito (Garre et al., 2009). 
Técnicas similares se han utilizado en levaduras panaderas donde mutantes deficientes 
en las actividades de las trehalasas exhibe mayor tolerancia a las condiciones de 
secado que la cepa parental, como también incrementa el poder de gasificación de la 
masa congelada (Shima et al., 1999). 
4. UTILIZACIÓN DE ANTIOXIDANTES COMO HERRAMIENTA 
BIOTECNOLÓGICA 
4.1 ANTIOXIDANTES 
En los últimos años ha habido un creciente interés en el uso de moléculas 
antioxidantes que puedan prevenir los daños generados por las ROS. Una sustancia 
antioxidante es aquella que, a concentraciones relativamente bajas respecto a las de 
un sustrato oxidable, retrasa o inhibe la oxidación de dicho sustrato (Halliwell y 
Gutteridge, 1986). Según su momento de actuación en el organismo, los antioxidantes 
se clasifican en primarios, secundarios o terciarios (Figura 7): 
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 Primarios: Son aquellos que impiden la formación de los radicales libres. 
 
Figura 7. Clasificación de los antioxidantes por su nivel de actuación (adaptado de Colomer, 2003) 
 Secundarios: Interrumpen la reacción de propagación de los radicales libres por 
inactivación o desplazan a los radicales libres. 
  Terciarios: Reparan el daño causado a las moléculas o eliminan aquellas que 
han sido degradadas. 
Las principales moléculas antioxidantes naturales son: vitaminas (E y C), β-carotenos, 
flavonoides y licopenos, polifenoles, glutatión, ácido úrico, ubiquinol (Co-enzima Q), 
melatonina, esteroles y ácidos grasos mono- y poliinsaturados, prolina y glicina-
betaína. Además debemos tener en cuenta los oligoelementos como el cobre, el zinc, 
el manganeso, el selenio y el hierro ya que conforman la parte activa del núcleo de las 
enzimas antioxidantes. 
Existen diversos estudios que han utilizado algunas de estas moléculas antioxidantes 
para mitigar el estrés oxidativo en levaduras de laboratorio (Belinha et al., 2007; Amari 
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et al., 2008; Dani et al., 2008; Lam et al., 2010; Pallauf et al., 2013; Houillé et al., 2014), 
vínicas (Landolfo et al., 2010), panaderas (Sasano et al., 2012a), cerveceras (Takagi et 
al., 2005) y en sistemas de biocontrol (Liu et al., 2011). 
Un gran número de moléculas antioxidantes naturales mencionadas anteriormente 
son sustancias fitoquímicas (sustancias presentes en alimentos de origen vegetal, 
biológicamente activas, que no son nutrientes esenciales para la vida) (Willcox et al., 
2004). Estas sustancias se clasifican en 4 grandes grupos: terpenos, fenoles, tioles y 
lignanos. Solo los terpenos (especialmente, el β-caroteno) y los compuestos fenólicos 
(en concreto, flavonoides, resveratrol y ácido cafeico) tendrían poder antioxidante 
(Dani et al., 2007). A continuación se describe su acción antioxidante:  
 Los flavonoides están presentes en frutas y verduras como también en comidas 
y bebidas de origen vegetal, tales como el aceite de oliva, el té y el vino tinto. Los 
efectos beneficiosos para la salud de estos compuestos han sido asociados con 
actividades antitumorales, antimutagénicas y contra el envejecimiento (Zaveri, 2006). 
Los flavonodies se localizan en la interfase agua/membrana, donde atrapan radicales 
libre acuosos formando radicales fenoxilo más estables y, por lo tanto, evitando el 
inicio de la peroxidación lipídica (Cotelle, 2001). La estructura de estos componentes 
es la clave de su actividad antioxidante, la cual también se asocia con la quelación de 
iones metálicos (Van Acker and Van den Berg, 1996), inhibición de enzimas oxidativos 
(Cos et al., 1998) y activación de las defensas antioxidantes (Roig et al., 2002; Coskun 
et al., 2005; Puiggros et al., 2005; Alía et al., 2006). Los flavonoles constituyen el mayor 
grupo dentro de los flavonoides y están presentes en varios productos alimenticios 
tales como las manzanas, cerezas, frutas cítricas, té negro y verde, cebollas, brócoli y 
otros vegetales verdes. La quercetina (3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavona) es el favonol 
más común en la dieta (Erlund, 2004). Los rasgos estructurales de la quercetina (un 
grupo catecol, una unión 2,3-insaturada conjugada con un grupo 4-oxo y grupos 
hidroxilo funcionales) se han asociado con sus propiedades antioxidantes (Rice-Evans 
et al., 1996), las cuales radican en su capacidad de eliminación de radicales libres, 
mantenimiento del balance redox (Belinha et al., 2001) y quelación de metales de 
transición (hierro y cobre) (Van Acker  y Van den Berg, 1996; Mira et al., 2002; Morel et 
al., 1997; Ferrali et al., 1997; Shackelford et al., 2004) lo cual previene la peroxidación 
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lipídica y la carbonilación de proteínas. También se ha visto que la quercetina aumenta 
la longevidad cronológica de las células de levadura la cual también está limitada por el 
estrés oxidativo (Belinha et al., 2007). El resveratrol es un polifenol presente en varias 
plantas, alimentos y en los vinos. La investigación sobre el resveratrol ha ido 
aumentando debido a la baja incidencia de enfermedades cardiovasculares en 
personas con una dieta alta en grasas pero con un consumo moderado de vino tinto, 
un fenómeno  conocido como “La paradoja francesa” (Renaud y De Lorgeril, 1992). En 
levaduras, se ha observado que produce una rápida alteración del balance redox 
provocando una acumulación de ROS y la subsiguiente activación de Yap1p que, 
finalmente, induce la expresión de diversas proteínas antioxidantes (Trr1p, Trx2p y 
Ahp1p) (Escoté et al., 2012). Además, es un potente activador de la actividad de la 
sirtuina Sirt2p (desacetilasa dependiente de NAD+) aumentando la longevidad (Howitz 
et al., 2003; Wood et al., 2004; Kennedy et al., 2013), mejora la actividad mitocondrial  
(Ferretta et al., 2014), y mitiga la fragmentación mitocondrial asociada al 
envejecimiento celular (Wang et al., 2014).  Otros estudios evidencian el efecto del 
resveratrol sobre el metabolismo mitocondrial. Lee y Lee (2015) proponen el uso del 
resveratrol en el tratamiento de infecciones por hongos al inducir la apoptosis de 
Candida albicans. El tratamiento con resveratrol causaría una acumulación de grupos 
hidroxilos (HO·) que activarían la ruta de las caspasas via liberación del citocromo c. 
Debido a la gran diversidad de efectos del resveratrol dependientes del organismo, 
dosis o condiciones de estudio se cuestiona sus efectos beneficiosos sobre su consumo 
o utilización como antioxidante (Yoshino et al., 2012; Poulsen et al., 2013; Vang, 2013). 
El ácido cafeico y su derivado fenetil éster de ácido cafeico (caffeic acid phenetyl ester–
CAPE) son los principales componentes del propóleo o propolis y también del aceite de 
argán (Charrouf y Guillaume, 2007), ambos utilizados en la antigüedad por sus 
propiedes farmacéuticas (Lotfy et al., 2006; Castaldo y Capasso,  2002; Ansorge et al., 
2003; Monfalouti et al., 2010). El CAPE a bajas dosis, suprime la peroxidación de lípidos 
(Kimura et al., 1985) y tiene actividad antioxidante al bloquear las ROS (Wu et al., 
2011; Ozturk et al., 2012). Se han realizado algunos estudios en levaduras de 
laboratorio utilizando el ácido cafeico como antioxidante mostrando efectos 
antioxidantes frente a un estrés oxidativo exógeno aumentando los niveles de 
glutatión reducido y disminuyendo los niveles de ROS (Amari et al., 2008). 
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 Los carotenoides tienen propiedades lipofílicas; han sido identificados más de 
500 componentes diferentes siendo el β-caroteno el mayoritario. La mayoría de los 
cartenoides contienen un extenso sistema de dobles enlaces conjugados, los cuales 
son los responsables de su actividad antioxidantes. Sin embargo, al reaccionar el β-
caroteno con los radicales libres da lugar a epóxidos, cetonas y aldehídos que también 
causan citotoxicidad (Sies y Stahl, 1995). En ensayos con levaduras, se ha visto que las 
propiedades antioxidantes del β-caroteno son dependientes de la dosis utilizada y de 
las condiciones oxidantes (Amari et al., 2008). 
Las vitaminas son elementos nutricionales esenciales para el correcto funcionamiento 
celular. Como se ha comentado anteriormente, la vitamina C, además de su función 
como cofactor enzimático (Pallauf et al, 2013), y la vitamina E, además de regular la 
expresión génica (Azzi, 2007; Rimbach et al., 2010; Feng et al., 2010), actuarían como 
moléculas antioxidantes. Estas vitaminas conforman un grupo de agentes reductores 
capaces de donar electrones a especies oxidadas como los radicales libres y los 
lipoperóxidos, neutralizando de esta manera el potencial oxidativo destructor de éstos 
(Chao et al., 2002).  
 La vitamina E es un lípido isoprenoide sustituido, de la familia de los 
tocoferoles. Su forma biológicamente activa es el D-α-tocoferol, cuyo hidroxilo fenólico 
en el anillo de cromano es responsable de la reducción antioxidante. Su actividad es 
una de las primeras barreras de la peroxidación de los ácidos grasos poliinsaturados. 
Los fosfolípidos de las membranas mitocondrial, del retículo endoplasmático y 
plasmática pueden asociarse al α-tocoferol, por lo que está muy concentrado en estos 
sitios (Nenzil et al., 2001). Los tocoferoles actúan interrumpiendo reacciones de 
cadena con radicales libres como resultado de su capacidad de transferir el hidrógeno 
fenólico a un radical peroxilo libre. Como consecuencia, se genera un radical libre 
fenoxi o fenoxilo que en reacciones intermedias no reversibles presuponen la 
transformación de la vitamina hasta su producto final inocuo. Se ha demostrado la 
efectividad del α-tocoferol en la prevención de los daños inducidos por estrés. Por 
ejemplo, la suplementación con α-tocoferol previene la producción de ROS inducida 
por la radiación ultravioleta en fibroblastos (Briganti et al., 2008). Además, la 
suplementación dietaria con α-tocoferol alivia el estrés oxidativo y reduce la tasa de 
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mortalidad de D. melagonaster sometida a condiciones de hiperoxia (Bahadorani et al., 
2008). De hecho, el α-tocoferol se ha propuesto como estrategia para incrementar la 
longevidad de rotíferos (Enesco y Verdone-Smith 1980) y de Paramecium tetraurelia 
(Minogue y Thomas, 2004). Sin embargo, se ha observado un efecto negativo de este 
compuesto sobre la longevidad replicativa de las levaduras  ya que se han observado 
elevados niveles de ROS en células tratadas con α-tocoferol (Lam et al., 2010). Ernst y 
colaboradores (2013) realizaron un estudio exhaustivo de todos los experimentos que 
analizan el efecto de la suplementación con vitamina E sobre la longevidad en 
organismos modelos, incluyendo organismos unicelulares, rotíferos, Caenohabditis 
elegans, Drosophila melanogaster y roedores, y concluyeron que existe una gran 
variabilidad de resultados que pueden depender de varios factores (dosis 
suministrada, organismo utilizado…) y que cuestionan los efectos beneficiosos de la 
vitamina E. 
 La vitamina C (Ácido Ascorbico) funciona como cofactor de las lisil y prolil 
hidroxilasas (enzimas necesarios para la síntesis del colágeno) y es un buen agente 
reductor ya que presenta una configuración de lactona, en la que los grupos hidroxilos 
asociados al doble enlace funcionan como agentes con alto potencial reductor, lo que 
le permite, incluso, participar en la reducción directa del oxígeno, funcionando así 
como sustrato donante en las reacciones de las peroxidasas. Además, puede ser 
oxidado por la mayoría de las especies reactivas del oxígeno que causan daños en los 
tejidos que derivan en diversas enfermedades humanas (Halliwell, 1999). En el caso de 
las levaduras, éstas poseen un análogo del ascorbato de cinco carbonos, el 
eritroascorbato que evita la apoptosis inducida por pro-oxidantes como el H2O2 y el 
hidroperóxido de cumeno, aumentando los niveles de glutatión reducido y 
disminuyendo los niveles de ROS (Saffi et al., 2006; Amari et al., 2008).  En diferentes 
estudios se ha concluido que la vitamina C incrementa la longevidad, sin embargo, 
Pallauf y colaboradores (2013), tras mostrar una recopilación de 14 estudios con 
diferentes organismos modelo (nematodos, moscas y roedores), concluyen que los 
efectos de la vitamina C son dependientes de especie, concentración utilizada y 
duración de la suplementación. 
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Los ácidos grasos saturados (satured fatty acid, SFA), mono- (monounsatured fatty 
acid, MUFA) y poliinsaturados (Polyunsatured fatty acid, PUFA) que forman parte de 
las membranas lipídicas determinan su función fisiológica al afectar a la actividad de 
los enzimas y transportadores asociados (Avery et al., 1995; Vigh et al., 1998). La 
biosíntesis de esteroles y ácidos grasos está implicada en el mantenimiento de la 
eficiencia de la membrana cuando las células se someten a factores de estrés. 
Saccharomyces cerevisiae depende solo de la producción endógena de SFAs y MUFAs 
(Martin et al., 2007) ya que no pueden sintetizar PUFA pero sí  captarlos del medio e 
incorporalos en su membrana (Mizoguchi y Hara, 1997; Black et al., 2007), de hecho se 
ha comprobado que la sobreacumulación de PUFA permite una adaptación al estrés 
oxidativo endógeno asociado a la mayor actividad catalasa en respuesta al aumento de 
los niveles de H2O2 (Cipak et al., 2008) y a los mayores niveles de glutatión reducido 
(Andrisic et al., 2015). En levaduras vínicas, se ha utilizado la suplementación con ácido 
oleico (MUFA) y ergosterol (esterol predominante de la membrana lipídica de los 
hongos) para mitigar el estrés oxidativo durante la fermentación del mosto (Landolfo 
et al., 2010) ya que la composición lipídica de la membrana celular determina las 
funciones fisiológicas al modular la actividad de los enzimas y transportadores 
asociados a la membrana (Avery et al., 1995; Vigh et al., 1998). 
La glicina-betaína (GB, N,N,N-trimetil glicina) es un aminoácido trimetilado sin carga 
neta a pH fisiológico que juega un papel vital como osmolito compatible en bacterias, 
hongos, algas, plantas y animales (de Zwart et al., 2003; Rhodes y Hanson, 1993). La GB 
contribruye a la estabilización de la estructura nativa y de la actividad de los enzimas, 
así como a la integridad de las membranas bajo condiciones de estrés osmótico al 
permitir la retención de agua (Ashraf y Foolad, 2007; Boncompagni et al., 1999; Wang 
et al., 2007). Además de su papel osmoprotector, GB induce una respuesta 
antioxidante bajo condiciones de estrés. La utilización de GB en cultivos de levadura 
aumenta la actividad de enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa, catalasa, 
glutatión peroxidasa (Hoque et al., 2008; Islam et al., 2009; Liu et al., 2011) y 
peroxirredoxina Tsa1p (Sui et al., 2012) disminuyendo los niveles de ROS, la 
peroxidación lipídica y la carbonilación de proteínas proporcionando tolerancia frente 
a un estrés oxidativo.  
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Como se ha comentado anteriormente en el apartado 3.2, la prolina, además de ser un 
aminoácido proteinogénico, un osmolito, una chaperona, una fuente de nitrógeno y 
energía bajo limitación de nutrientes, funciona como un antioxidante. En S. cerevisiae, 
se ha obsevado que la prolina participa en el mantenimiento del balance redox ya que 
la carencia de prolina aumenta los niveles intracelulares de ROS, eleva el ratio 
NADP+/NADPH (Ying, 2008), aumenta los niveles de glutatión total (Drakulic et al., 
2005; Trotter y Grant, 2002), y origina una mayor expresión y actividad de GSH1 y 
GLR1 (glutatión reductasa), respectivamente, los cuales son regulados por Yap1p en 
respuesta a estrés oxidativo (Wu  y Moye-Rowley, 1994; Stephen  et al., 1995; Grant et 
al., 1996c). Además, la prolina protege frente a los daños oxidativos por estimulación 
de la respuesta a proteínas mal plegadas (respuesta UPR) (Liang et al., 2014). 
El glutatión (GSH) es un tripéptido (γ-L-glutamil-L-cisteinglicina) presente tanto en 
organismos procariotas como eucariotas cuyas funciones antioxidantes en el medio 
intracelular han sido mencionadas anteriormente en el apartado 3.1. Además, también 
se utiliza para prevenir la oxidación durante el envejecimiento del vino; para ello se 
utiliza levadura seca inactiva enriquecida en GSH con el fin de reducir la pérdida de 
ciertos terpenos, componentes esenciales para el aroma de vino (Rodríguez-Bencomo 
et al., 2014). 
4.2 EL ACEITE DE ARGÁN COMO FUENTE NATURAL DE ANTIOXIDANTES 
Actualmente, tanto la sociedad como diferentes tipos de industria (farmacéutica, 
biocontrol de plagas, alimentaria, etc) ha incrementado su interés sobre el uso de 
sustancias naturales con propiedades antioxidantes, ya que reduce o previente los 
efectos perjudiciales de los radicales libres sobre los microorganismos, alimentos, 
tejidos vivos e inhiben el envejecimiento y el desarrollo de diversas enfermedades 
(Stolarzewicz  et al., 2013). Para ello se utilizan alimentos funcionales los cuales en 
forma natural o procesada, contienen componentes que ejercen efectos beneficiosos 
para la salud que van más allá de la nutrición. El aceite de argán se considera un 
alimento funcional en base a su composición y a sus efectos antiproliferativos, 
antidiabéticos y de prevención del riesgo cardiovacular (Cabrera-Vique et al., 2012) 
(Figura 8). 
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Figura 8. Efectos beneficiosos del consumo de aceite de argán y principales compuestos responsables 
(adaptado de Cabrera-Vique et al., 2012). 
El aceite virgen de argán está caracterizado por su alto contenido en ácido linoleico y 
oléico. Además, es rico en polifenoles y tocoferoles, los cuales tienen una importante 
actividad antioxidante como se ha mencionado antiormente en el apartado 4.1 
(Yaghmur et al., 2001). También contiene importanes componentes minoritarios con 
propiedades antioxidantes y de conservación como son esteroles, carotenoides, 
xantofilas, escualeno, melatonina y coenzima Q10 (López et al., 2013) (Tabla 2). 
Tabla 2. Composición del aceite virgen de Argán (adaptado de Cabrera-Vique et al., 2012). 
Parámetro Valor límite 
Composición en ácidos grasos Ácido mirístico ≤0.2% 
Ácido pentadecaenoico ≤0.1% 
Ácido palmítico ≤11.5-15% 
Ácido palmitoleico ≤0.2% 
Ácido esteárico 4.3-7.2% 
Ácido oleico 43-49.1% 
Ácido linoleico 29.3-36.0% 
Ácido linolenico ≤0.2% 
Ácido araquidónico ≤0.5% 
Ácido gadoleico ≤0.5% 
Ácido behénico ≤0.2% 
Contenido en esteroles Total ≤180mg/100g 
Escotenol 44-49% 
Espinasterol 34-44% 
Delta-7-avenasterol 4-7% 
Estigmata-8-22-dien-3β-ol 3.2-5.7% 
Campesterol ≤0.14% 
Composición en tocoferoles Total 60-70 mg/100g 
α-Tocoferol 2.4-4.8% 
β-Tocoferol 0.1-0.2% 
γ-Tocoferol 81-89% 
 δ-Tocoferol 6.2-8.2% 
Ácidos grasos Trans C18:1T <0.05% 
 C18:3T <0.05% 
Triacilglicéridos con ácido palmítico en posición 2  <0.05% 
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En general, los aceites vegetales contienen una gran variedad de sustancias con 
propiedades antioxidantes que incluyen actividades detoxificantes de radicales libres, 
agentes reductores y complejos potenciales de metales prooxidantes. Existen 
diferentes métodos basados en la transferencia de átomos de hidrógeno o electrones 
entre los radicales libres y un oxidante que permiten medir la capacidad oxidativa de 
los alimentos. En la Tabla 3 se muestra la capacidad antioxidante del aceite de argán 
frente a otros aceites vegetales utilizando diferentes métodos de medición. 
Tabla 3. Capacidad antioxidante (CA) del aceite virgen de argán frente a otros aceites alimentarios de 
acuerdo al método de análisis de la CA utilizado (adaptado de Cabrera-Vique et al., 2012). 
Método analítico de CA y tipo de aceite vegetal CA (mmol 
Trolox/ Kg oil) 
Reference 
Dilución ABTS-n-hexano Aceite virgen de argán 14.16-28.02 Marfil R et al., 2011 
Aceite virgen extra de oliva 1.53-2.69 Pellegrini N et al., 2003 
Aceite de maíz  1.29 Pellegrini N et al., 2003 
Aceite de soja 2.20 Pellegrini N et al., 2003 
Aceite de girasol 1.17 Pellegrini N et al., 2003 
Aceite de cacahuete 0.61 Pellegrini N et al., 2003 
Extracto ABTS-metanóico Aceite virgen de argán 2.31-14.15 Marfil R et al., 2011 
Aceite virgen de oliva 0.78-2.64 Gorinstein S et al., 2003 
Aceite virgen extra de oliva 0.56-1.00 Sánchez CS et al., 2007 
Extracto DPPH-metanólico Aceite virgen de argán 0.19-0.85 Marfil R et al., 2011 
Aceite de soja 0.41 Tuberoso CIG et al., 2007 
Aceite de oliva 0.42 Tuberoso CIG et al., 2007 
Aceite de maíz 0.45 Tuberoso CIG et al., 2007 
Aceite de cacahuete 0.08 Tuberoso CIG et al., 2007 
Aceite de girasol 0.16 Tuberoso CIG et al., 2007 
Aceite de cártamo 0.25 Tuberoso CIG et al., 2007 
Aceite de colza 0.26 Tuberoso CIG et al., 2007 
Aceite de linaza 0.19 Tuberoso CIG et al., 2007 
Aceite virgen extra de oliva 0.20-0.59 Sánchez CS et al., 2007 
Aceite virgen extra de oliva 0.69-0.75 Gómez-Alonso S et al., 2003 
Extracto FRAP-metanólico Aceite virgen de argán 0.62-2.32 Marfil R et al., 2011 
Aceite de girasol 0.95-1.86 Sczydlowska-Czermiak A et al., 2008 
Aceite virgen de cártamo  2.84-5.52 Sczydlowska-Czermiak A et al., 2008 
Aceite de oliva 0.32-1.03 Sczydlowska-Czermiak A et al., 2008 
Aceite virgen extra de oliva 0.62-1.67 Sczydlowska-Czermiak A et al., 2008 
ABTS: 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolín)-6-sulfónico; DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; FRAP: Poder 
antioxidante de reducción férrica. 
Entre ellos, los métodos basados en la transferencia de electrones tales como las 
técnicas de medición ABTS (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolín)-6-sulfónico); DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo) y FRAP (Poder antioxidante de reducción férrica) se usan en la 
evaluación de los aceites de colza y oliva (Valavanidis et al., 2004; Sanchez et al., 2007) 
y, más recientemente, del aceite de argán (Marfil et al., 2011). Según los datos 
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obtenidos en el método ABTS; la capacidad antioxidante del aceite virgen de argán se 
debe principalmete a los tocoferoles presentes. 
A pesar del conocimiento de gran variedad de moléculas y sustancias naturales con 
capacidad antioxidante; su aplicación biotecnológica es escasa, o más bien nula. De 
manera que sería de interés biotecnológico y bioeconómico el estudio de su capacidad 
antioxidante en procesos industriales que implican un elevado estrés oxidativo para los 
microorganismos utilizados como es el caso de la producción de LSA. 
En base a los antecedentes recogidos en esta Introducción y al interés tecnológico de 
las diferentes levaduras que pueden participar en la elaboración del vino, se 
plantearon los siguientes objetivos: 
1.  Caracterización fisiológica de cepas de levaduras vínicas del género Saccharomyces 
y no-Saccharomyces con diferentes eficiencias tecnológicas en el proceso de 
producción de levadura seca activa (LSA). (Capítulo I) 
2. Estudio molecular de la resistencia a estrés oxidativo y de su relevancia en el 
rendimiento en biomasa y en la capacidad fermentativa de la LSA de cepas del género 
Saccharomyces y no-Saccharomyces. (Capítulo II) 
3. Determinación de un conjunto de biomarcadores predictivos de la eficiencia de 
levaduras vínicas industriales en la producción de LSA a partir de parámetros de estrés 
oxidativo. (Capítulo II) 
4. Búsqueda de compuestos químicos antioxidantes y de productos naturales que 
mejoren la resistencia al estrés oxidativo asociado a la producción de LSA de cepas del 
género Saccharomyces y no-Saccharomyces. (Capítulos III y IV) 
5. Validación de los efectos beneficiosos del aceite de argán en simulaciones de los 
procesos industriales de producción de LSA y de vinificación. (Capítulo  V) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
METODOLOGÍA 
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1. MATERIALES 
1.1 CEPAS DE MICROORGANISMOS 
Las cepas de levaduras industriales y de laboratorio utilizadas en este trabajo se 
detallan en la Tabla M.1: 
Tabla M.1. Cepas de levaduras industriales utilizadas 
Especie Cepa Procedencia 
S. cerevisiae (S. c) T73B Lallemand Inc 
 D18 Lallemand Inc 
 D22 Lallemand Inc 
 D128 Lallemand Inc 
 D142 Lallemand Inc 
 D170 Lallemand Inc 
 D264 Lallemand Inc 
 D301 Lallemand Inc 
S. bayanus var.uvarum (S. b) D272 Lallemand Inc 
S. paradoxus K54B Vino (Croacia) 
S. kudriavzevii (S. k) CR85B Quercus ilex bark 
(España) 
Híbridos   
     S. cerevisiae x S. bayanus var. uvarum (S. c x S. u) PR6 Lallemand Inc 
      S. cerevisiae x S. bayanus var. bayanus (S. c x S. b) CECT 11037 Vino 
      S. cerevisiae x S. kudriavzevii (S. c x S. k) VIN 7A Vino  
No-Saccharomyces   
      Candida stellata* CECT 11108 Vino (España) 
      Candida albicans SC 5314 Cepa de laboratorio 
      Torulaspora delbrueckii D291 Lallemand Inc 
      Pichia fermentans CECT 10064 Vino (España) 
      Pichia pastoris CBS 7435 Cepa de laboratorio 
      Hanseniospora osmophila CECT 1474 Vino (España) 
      Hanseniospora guilliermondii CECT 11027 Vino (España) 
CECT colección Española de Cultivos Tipo, CBS  Centraalbureau voor Schimmelcultures, Fungal and Yeast 
Collection, SC  Yeast Genetic Stock Center, D and P levaduras procedentes de Lallemand Inc. (Montreal, 
Quebec, Canadá). 
a Superíndices: A, cepa comercial de “Anchor Yeast” (Suráfrica pertenenciente a Lallemand); B; 
designado por la Dra. Querol. 
*Candida stellata ha tenido numerosos cambios taxonómicos siendo su clasificación correcta como 
Starmerella bacillaris. Debido a que en el campo de la enología es más conocida cómo C. stellata se ha 
decido mantener este nombre a lo largo de la tesis (Csoma H y Sipiczki M, 2008; Pfliegler WP et al., 
2014). 
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1.2 OLIGONUCLEÓTIDOS 
Los oligonucleótidos utilizados en la caracterización genética de las cepas de estudio y 
en la elaboración de las sondas de DNA para la hibridación de filtros de DNA fueron 
diseñados utilizando el programa Gene Runner y fueron sintetizados por la casa 
comercial Isogen. Las secuencias y su uso se describen en la Tabla M.2. 
Tabla M.2. Oligonucleótidos utilizados  
Oligonucleótidos Secuencia (5’ a 3’) Uso 
VIII-CBP2-1 
VIII-CBP2-2 
GACTTCAAGCCATCTTTYGARTGGCARCA 
CATGGACTCGGTCTCTTGATAYTGYTTCC 
Caracterización génica 
XII-PPR1-1 
XII-PPR1-2 
CGGGTGTTTGGTAYACYATGGG 
TAAAGATAAGTCATACCTGTCATRAACAT 
Caracterización génica 
XIV-BRE5-1 
XIV-BRE5-2 
TGATTATAGCCACGGGTGARATGTTYTGG 
TTCATTCATCAACTTTGAGGCCCATGTCAT 
Caracterización génica 
GSH1-1 ACCCGATGAAGTCATTAACAG 
Sonda GSH1 
GSH1-2 GGAAAAGGTCAAAATGCT 
TSA1-1 CAAGTTCAAAAGCAAGCTCC 
Sonda TSA1 
TSA1-2 TCAACCAATCTCAAGGCTTC 
TRR1-1 ATGAAGGTCTGATGGCGAAC 
Sonda TRR1 
TRR1-2 ATCCTGAACATCACCAGCAG 
GRX2-1 GTATCCCAGGAAACAGTTGC 
Sonda GRX2 
GRX2-2 GTTTCCAAATCGCTGTTACC 
GRX5-1 CATAAGGTCATTTTCCCCC 
Sonda GRX5 
GRX5-2 CTTCTTCAGGTACCAATGCC 
GPX2-1 GAATGCAAGGACAAGAAAGG 
Sonda GPX2 
GPX2-2 CGATGGTTTTGTTAAGGAGG 
GLR1-1 GAGCTGCATCTTATGGTGC 
Sonda GRL1 
GLR1-2 CGATGGACTTTGAGTCATTC 
SSA1-1 GCTGGTTTGAATGTCTTGCG 
Sonda SSA1 
SSA1-2 AATTCTGGTAGAACCACCGACC 
HSP12-1 AATGACGACGTGTTGACGG 
Sonda HSP12 
HSP12-2 AAGGAAAGGTATACGCAAGC 
HSP90-1  CGCATCCCAACGTTTCCAAG 
Sonda HSP90 
HSP90-2 CAATTTCCGGGTCCCTACAGAC 
STF2-1 GACGAGAACAAACAAGTGGAC 
Sonda STF2 
STF2-2 TCTATCTTTCTTGAACACTGGG 
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2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO 
Los distintos medios y condiciones de cultivo utilizados se describen a continuación. 
2.1 CONDICIONES DE CULTIVO EN LABORATORIO 
Las distintas cepas se cultivaron tal como se describe en Sherman y col. (1995) para 
condiciones de laboratorio. Las levaduras crecieron a 30oC, con agitación orbital (200 
rpm) en el caso de los medios líquidos. El crecimiento del cultivo en medios líquidos se 
estimó midiendo su densidad óptica a 600 nm (DO600) que permite calcular la 
concentración de biomasa en g/L previa elaboración de curvas patrón. También se 
siguió en algunos casos el crecimiento mediante contaje del número de células/mL. 
El medio rico (extracto de levadura 1.0 % (p/v), bactopeptona 2.0 % (p/v)) fue 
suplementado con glucosa 2.0% (p/v) (medio YPD), o con glucosa 10 % (p/v) más 
fructosa 10 % (p/v) (medio YPGF)). 
Los experimentos realizados en medio rico YPD en condiciones estándar de laboratorio 
se llevaron a cabo a partir de un precultivo en medio YPD del cual se inoculó un cultivo 
del mismo medio a una DO600 de 0.1. Se recogieron células cuando el cultivo alcanzó el 
final de la fase exponencial (DO600 10-12). Para usos posteriores de la biomasa, las 
células se centrifugaron a 3500 rpm durante 3 min y se lavaron varias veces con agua 
destilada. Los experimentos realizados en medio melaza suplementada se detallan en 
el apartado 2.2.2. En ciertos experimentos, la melaza también fue suplementada con 
compuestos químicos antioxidantes (Tabla M.3) y con aceite de argán (4, 10, 20 o 40 
mg/mL). 
Tabla M.3. Concentraciones testadas de los compuestos químicos antioxidantes 
Compuesto Concentración 1 Concentración 2 Concentración 3 
Quercetina 0.05 mg/mL 0.10 mg/mL 0.20 mg/mL 
A. ascórbico 5 µM 25 µM 50 µM 
GSH 0.5 mM 5 mM 50 mM 
Ergosterol 3 mg/mL 15 mg/mL 75 mg/mL 
β-Caroteno 5 µM 25 µM 50 µM 
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A. cafeico 5 µM 25 µM 50 µM 
Glicina-Betaina 1 mM 5 mM 25 mM 
L-Prolina 1 mM 5 mM 25 mM 
A. oleico 2 mg/mL 6 mg/mL 18 mg/mL 
Resveratrol 2 µg/mL 10 µg/mL 50 µg/mL 
Para el análisis de la capacidad fermentativa (apartado 5.1.7) de células no 
deshidratadas, las levaduras recogidas se inocularon directamente en medio YPGF, 
mientras que para los ensayos con células deshidratadas, éstas se transfirieron a una 
placa Petri donde se extendió la biomasa en forma de capa fina para favorecer el 
proceso de desecación (apartado 2.2.3). 
2.2 CONDICIONES INDUSTRIALES DE PRODUCCIÓN DE BIOMASA 
La simulación de la producción industrial de levaduras se realizó en medio melaza 
(Pérez-Torrado et al., 2005). El jarabe de melaza se diluyó hasta alcanzar una 
concentración de sacarosa de 6.1 % (p/v) en el batch y 10 % (p/v) en el medio de 
alimentación (fed-batch). En ambos casos se suplementó con (NH4)2SO4 0.75 % (p/v), 
KH2PO4 0.35 % (p/v), MgSO4·7H2O 0.075 % (p/v), biotina 0.5 mg/L, pantotenato cálcico 
1.0 mg/L e hidroclorhidrato de tiamina 1.0 mg/L. La melaza y las sales se autoclavaron 
por separado y las vitaminas se esterilizaron con filtros de 0.45 µM. En ciertos 
experimentos, la melaza, además, se suplementó con 6 mg/mL de aceite de argán en la 
fase de batch y se mantuvo a esa concentración durante la alimentación de la fase fed-
bact. El crecimiento se realizó en un bioreactor BIOFLO III (NBS, USA) de 5.0 L de 
capacidad máxima. A los 2.0 L de medio de cultivo en la fase de batch se añadieron 
otros 2.0 L durante la fase fed-batch. La agitación varió entre 300-500 rpm 
automáticamente para mantener la concentración de O2 siempre superior al 20 %, 
determinada por un electrodo de oxígeno (Metler, España). La temperatura de 
crecimiento se mantuvo a 30oC mediante una camisa de agua refrigerada. El pH del 
medio de crecimiento se ajustó a 4.5 con H3PO4 42% (v/v) y se siguió su variación 
durante el batch. En el periodo de fed-batch se mantuvo constante a 4.5 añadiendo 
NaOH 1.0 M. Las medidas se realizaron en línea con el electrodo de pH Ingold. Se 
administró un caudal de aire de 1 Kg/ min. La velocidad de alimentación se incrementó 
de forma discontinua de 0.5 a 1.5 mL/min. El condensador se mantuvo a 4oC con agua 
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refrigerada. Se añadió antiespumante (antifoam 204, Sigma, USA) hasta una 
concentración final de 0.05% (v/v). Se obtuvieron muestras a lo largo del proceso de 
producción, donde se recogieron las células por centrifugación a 3500 rpm durante 3 
minutos, se lavaron varias veces con agua destilada y se congelaron en N2 líquido. Las 
células se mantuvieron congeladas a -20oC hasta su procesamiento. 
2.3 DESECACIÓN DE BIOMASA 
Se recogieron 500 mg de células de cultivos de 20 h en YPD y en agitación (DO600= 12). 
Las células se lavaron tres veces con agua destilada y se centrifugaron a 3500 rpm 3 
min. La biomasa recogida se extendió sobre la superficie de una placa Petri y se 
deshidrató durante 24 horas en una estufa de aire caliente a 30o C. Del mismo modo se 
deshidrató biomasa procedente de las diferentes fases del proceso de simulación de 
producción industrial (fase de batch y fase de fed-batch). 
2.4 MEDIDA DE VIABILIDAD  
La biomasa rehidratada (células deshidratadas) y la biomasa procedente del medio 
melaza (células frescas) se diluyeron a una DO600=0.001. Se contó el número de células 
y se sembraron en placas de YPD. Las unidades formadoras de colonias (ufc) fueron 
contadas después de 24 h a 30oC, mientras que el porcentaje de supervivencia se 
calculó teniendo en cuenta que la DO600 del cultivo en fresco corresponde al 100%. 
2.5 ANÁLISIS DE LA RESPUESTA A ESTRÉS 
2.5.1 Estrés por temperatura 
Para evaluar la resistencia al estrés térmico, las distintas cepas se cultivaron en medio 
YPD y posteriormente se sembraron en placas de YPD que fueron incubadas a 30oC, 
34oC y 37oC durante 24 horas.  Para el estrés por frío, las placas se incubaron a 12oC 
durante 6 días. Los goteos se realizaron a partir de un cultivo de 24 horas en YPD, se 
tomó una alícuota y se ajustó a una DO600 de 1.0 con agua destilada, a partir de ésta se 
realizaron diluciones seriadas (1x10-1, 1x10-2 , 5x10-3 , 2.5x10-3, 1.25x10-3 , 6.26x10-4, 
Metodología 77 
3,125x10-4 , 1.56x10-4) y se depositó un gota de 5µL de cada una de ellas sobre placas 
de YPD, las cuales se incubaron a las temperaturas mencionadas. 
2.5.2 Estrés osmótico 
Se realizaron dos tipos de experimentos para determinar la respuesta a estrés 
osmótico: 
A. Recuperación tras exposición a NaCl y sorbitol. 
B. Crecimiento en presencia de NaCl y sorbitol. 
A. Recuperación tras exposición a NaCl y sorbitol 
Para realizar los diferentes experimentos, se inocularon 50 mL de medio YPD y se 
cultivaron a 30oC durante 24 h. A continuación se procedió a la adición de los 
diferentes compuestos y se aplicó 1 h de estrés en agitación a 30oC. Las 
concentraciones utilizadas fueron las siguientes: 
 1.2 M y 3.6 M de NaCl 
 0.9 M y 2.7 M de sorbitol  
Tras someter al estrés, se tomó una alícuota del cultivo y se ajustó a una DO600 de 1.0 
con agua destilada, a partir de ésta se realizaron diluciones seriadas (1 x 10-1, 1 x 10-2, 5 
x 10-3, 2.5 x 10-3, 1.25 x 10-3, 6.26 x 10-4, 3.125 x 10-4, 1.56 x 104) y se depositó un gota 
de 5µL de cada una de ellas sobre placas de YPD. Se incubaron a 30oC durante 24 horas 
y se comparó el crecimiento entre las distintas cepas. 
B. Crecimiento en presencia de NaCl y sorbitol 
A partir de un cultivo en YPD durante 24 h, se tomó una alícuota y se ajustó a una 
DO600 de 1.0 con agua destilada, a partir de ésta se realizaron diluciones seriadas (1 x 
10-1 , 1 x 10-2 , 5 x 10-3 , 2.5 x 10-3 , 1.25 x 10-3 , 6.26 x 10-4 , 3.125 x 10-4 , 1.56 x 10-4 ) y 
se depositó un gota de 5µL de cada una de ellas sobre placas de YPD en presencia de 
NaCl y sorbitol en las siguientes condiciones: 
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 0.7M y 1.2M de NaCl 
 0.9M y 1.5 M de sorbitol  
Las placas fueron incubadas a 30oC durante 3 días en el caso de NaCl  o 1-2 días en el 
caso de sorbitol, y se comparó el crecimiento entre las distintas cepas. 
2.5.3 Estrés oxidativo 
Igual que en el estrés osmótico, se llevaron a cabo dos tipos de experimentos: 
A. Recuperación frente a estrés oxidativo: adición de H2O2 5 mM durante 1 
hora en medio de YPD líquido. 
B. Crecimiento en presencia de estrés oxidativo: crecimiento en placas de 
YPD con concentraciones de H2O2 de 2.5 mM y 3.5 mM. 
En ambos experimentos, las cepas se incubaron a 30oC durante 24 horas, excepto las 
cepas PR6 (S. c x S. u) y D272 (S. b) que se incubaron durante 48 horas. El crecimiento 
de cada cepa se compara con el de la cepa control T73 expuesta a las mismas 
condiciones. 
2.6 EXPERIMENTOS DE MICROVINIFICACIÓN 
Para los experimentos de microvinificación se utilizó mosto tinto natural de la variedad 
tempranillo (Bodegas J. Belda, Fontanars dels Alforins, 2013), esterilizado con 0.2% 
(v/v) dimetil dicarbonato durante 48 h a 4oC. Se utilizaron botellas de 50 mL de 
capacidad, con un volumen de 30 mL de mosto. 
Las células se cultivaron durante 20 h a 30oC en 100 mL de medio melaza y se 
recogieron por centrifugación a 500 rpm durante 3 min. La biomasa se deshidrató 
según se describe en el apartado 2.2.3 y posteriormente fue utilizada como inóculo en 
el proceso de vinificación. 
Se hidrataron 2.5g de levadura deshidratada en 50 mL de H2O estéril precalentada a 
37oC. Las células se incubaron en estático 10 min a 37oC y en agitación a 130 rpm 10 
min a 37oC. Se inoculó cada botella con 106 células/mL y se incubaron a 28oC en 
agitación suave (125 rpm) con los tapones sin enroscar completamente, lo que 
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permitió el intercambio de gases y mimetizó las condiciones anaeróbicas de la 
fermentación vínica tradicional (Pérez-González et al., 1993). El crecimiento se 
determinó mediante la DO600, recogiendo muestras a lo largo de la vinificación, y se 
determinó el final del experimento cuando la concentración de azúcares en el medio 
fue inferior a 2 g/L. Se recogieron muestras al final de la microvinificación para la 
determinación de parámetros enológicos como etanol, ácido acético, glicerol y 
acetaldehído, así como del perfil de aromas secundarios mediante cromatografía de 
gases. 
3. MANIPULACIÓN Y ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
3.1 OBTENCIÓN DE DNA 
La obtención de DNA genómico de levadura se llevó a cabo a partir de cultivos de 10 
mL en YPD según lo descrito por Hoffman y Winston (1987). 
3.2 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 
Se utilizó la PCR para la caracterización genética de las cepas de estudio así como para 
la síntesis de sondas utilizadas en las hibridaciones de filtros de RNA. Estas reacciones 
se realizaron en un volumen final de 25 µL con 3.0 ng/µL de DNA molde genómico o 
0.4 ng/µL de DNA plasmídico, 1.0 pmol/µL de cada cebador, dNTPs 0.25 mM o dNTPs, 
1.0 U de polimerasa BioTaq (Bio-21040, Bioline, Reino Unido), MgCl2 3.0 mM y el 
tampón suministrado por la casa comercial (Tween-20 0.01% (p/v), (NH4)2SO4 16 mM, 
Tris-HCl 67 mM pH 8.8). Las condiciones de reacción fueron: 2.0 min a 94oC, 30 ciclos 
de 15 s a 94oC, 30 s a la temperatura óptima de hibridación para cada para de 
oligonucleótidos, un tiempo variable (1.0 min/kb) a 72oC y finalmente 10 min a 72oC.  
3.3 RESTRICCIÓN CON ENDONUCLEASAS 
En el análisis de restricción del DNA amplificado en las PCR de caracterización génica 
(CBP2, BRE5, PPR1) se utilizaron las endonucleasas TaqI y HinfI (ambas de Roche) 
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durante una hora a 37oC. Los productos de la digestión se identificaron posteriormente 
en geles de agarosa. 
3.4 ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA 
La separación de fragmentos de DNA se realizó en geles de agarosa a una 
concentración variable (0.8-1.2% (p/v)) según los tamaños a separar. Los geles se 
prepararon en tampón TBE (Tris-HCl 44.5 mM, ácido bórico 44.5 mM, EDTA 1.25 mM), 
que también fue utilizado como tampón de electroforesis. Las muestras se disolvieron 
en tampón de carga (azul de bromofenol 0.25% (p/v), xilen cianol 0.25% (p/v), glicerol 
30% (v/v) y la electroforesis se realizó a voltaje constante entre 2.0-10 V/cm. 
3.5 OBTENCIÓN DE RNA TOTAL DE LEVADURA 
Las células (50 mg de peso seco) se recogieron por centrifugación a 3500 rpm, se 
lavaron con H2O destilada estéril a 4
oC, se congelaron con nitrógeno líquido y se 
guardaron congeladas a -20oC hasta su procesamiento posterior. 
Para la obtención del RNA se utilizó el protocolo del fenol caliente descrito por Kohrer 
y Domdey (1991). Se descongelaron las muestras en hielo y se resuspendieron en 0.5 
mL de tampón TES (EDTA 0.01 M, SDS 0.5 % (p/v) Tris- HCl 0.01 M pH 7.5). Se 
añadieron 0.5 mL de fenol saturado en tampón TES y se incubaron a 65oC durante 45 
min agitando en vortex cada 10 min. A continuación se mantuvieron las muestras 5 
min en hielo. Posteriormente, se centrifugaron  las muestras durante 5.0 min a 12000 
rpm en una centrífuga refrigerada a 15oC (Eppendorf, Alemania). El sobrenadante fue 
extraído dos veces más, con una mezcla de fenol, cloroformo (5:1) y con una mezcla de 
fenol, cloroformo y alcohol isoamílico (25:24:1). El RNA obtenido se precipitó con un 
volumen de LiCl 5.0 M a -800C durante al menos 3.0 h. El precipitado se recogió por 
centrifugación 15 min a 12000 rpm a 4oC, se lavó con 200 µL de etanol 70% (v/v) y una 
vez seco se resuspendió en H2O destilada estéril durante 1 h a 4
oC. La concentración de 
RNA se valoró espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 260 nm de una 
dilución adecuada de la solución de RNA. Todo el material utilizado para la obtención 
de RNA estuvo libre de RNAsas y fue manejado con guantes para evitar la degradación 
de las muestras. 
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3.6 ELECTROFORESIS DE RNA EN GELES DESNATURALIZANTES DE 
AGAROSA 
Las muestras se prepararon con 5.0-10 µg de RNA disuelto en H2O estéril libre de 
RNAsas en un volumen final de 4.5 µL y se añadió 2.0 µL de MOPS 10X (MOPS 2 mM, 
acetato sódico 0.8 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.0), 3.5 µL de formaldehído y 10 µL de 
formamida desionizada. Las muestras se incubaron a 65 oC durante 10 min y se dejaron 
enfriar en hielo. Finalmente, se les añadió 0.5 µL de una solución de bromuro de etidio 
(1.0 µg/mL) y 4.0 µL de tampón de carga 6X (glicerol 50% (v/v), EDTA 1 mM pH 8.0, 
azul de bromofenol 0.25% (p/v), xilen cianol 0.25% (p/v)). 
La separación del RNA total de levadura se realizó en geles desnaturalizantes de 
agarosa al 1% (p/v) con formaldehído 2.2 M y tampón MOPS 1x. Se utilizó el MOPS 1X 
como tampón de electroforesis.  
Las imágenes de los geles de RNA se capturaron con una cámara Kodak Digital Science 
DC120 y para el análisis de la intensidad de las bandas fue utilizado el software de 
análisis de imagen Kodak Digital Science 1D. 
3.7 TRANSFERENCIA DE RNA A FILTROS 
Para la transferencia se utilizó tampón SSC 6X (SSC 1X; citrato sódico 0.09 M, NaCl 0.9 
M, pH7) tal y como se describe en Sambrook y Russell (2001) y membranas de nylon 
Hybond-N (Amersham Pharmacia Biotech, Reino Unido). La fijación del RNA a la 
membrana se realizó mediante luz ultravioleta (120 joules) durante 20s en un aparato 
BLX-254 (Vibler Lourmat, Francia). 
3.8 HIBRIDACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
Las membranas se preincubaron a 42oC durante al menos 2 h en 10 mL de solución de 
prehibridación (SSC 5X; Denhardts 5X; SDS 0.5% (p/v); Formamida 50% (v/v); 0.1 
mg/mL DNA de Arenque). Se añadió 50-100 µL de sonda marcada con digoxigenina 
(previamente desnaturalizada a 100oC durante 5 min) directamente a esta solución. 
Tras un periodo de hibridación de 24 h se procedió al lavado astringente de los filtros 
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con 2 lavados de 5 min con SSC 2X + SDS 0.1% (p/v) a temperatura ambiente y después 
otros 2 lavados a 65oC con SSC 0.1X + SDS 0.1% (p/v) durante 15 min. 
3.9 MARCAJE CON DIGOXIGENINA DE FRAGMENTOS DE DNA 
Los fragmentos de DNA utilizados como sondas (Tabla M.4) fueron marcados con 
digoxigenina utilizando el kit de síntesis por PCR de sondas marcadas con digoxigenina 
(DIG) de Roche Diagnostics GmbH, Alemania. 
Tabla M.4. Sondas utilizadas 
Gen Tamaño (pb) Método de obtención Condiciones PCR 
GSH1 945 PCR, oligos GSH1-1 y GSH1-2 51OC, 30 seg, 72oC 1 min 
TRR1 779 PCR, oligos TRR1-1 y TRR1-2 53OC, 30 seg, 72oC 1 min 
TSA1 461 PCR, oligos TSA1-1 y TSA1-2 53OC, 30 seg, 72oC 1 min 
GRX2 275 PCR, oligos GRX2-1 y GRX2-2 53OC, 30 seg, 72oC 1 min 
GRX5 407 PCR, oligos GRX5-1 y GRX5-2 52OC, 30 seg, 72oC 1 min 
GPX2 425 PCR, oligos GPX2-1 y GPX2-2 52OC, 30 seg, 72oC 1 min 
GLR1 728 PCR, oligos GLR1-1 y GLR1-2 52OC, 30 seg, 72oC 1 min 
SSA1 912 PCR, oligos SSA1-1 y SSA1-2 52OC, 30 seg, 72oC 1 min 
3.10 INMUNODETECCIÓN DE LA DIGOXIGENINA 
Después de los lavados astringentes, se enjuagó la membrana con tampón de lavado 
(ácido malico 0.1 M; NaCl 0.15 M pH 7.5;  Tween-20 0.3% (v/v)). Se incubó 30 min en 
100 mL de solución de bloqueo (Digoxigenin Easy Hyb solution de Roche (Roche 
Diagnostics GmbH, Alemania). Posteriormente, se incubó otros 30 min con el 
anticuerpo anti-DIG conjugado con una fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics, 
Alemania). Después, se realizaron 2 lavados de 15 min con 100 mL de solución de 
lavado. Se equilibró la membrana en 100 mL del tampón de detección (Tris-HCl 0.1M; 
NaCl 0.1M pH 9.5) durante 5 min. Finalmente, se cubrió la membrana con la solución 
de revelado CDP-Star Detection (Roche Diagnostics, Alemania) durante 5 min. Las 
imágenes fueron capturadas con un equipo Las-1000 Plus Imaging System (Fujifilm, 
Japón). Para el análisis y cuantificación de la intensidad de las bandas se utilizó el 
software Image Gauge (Fujifilm, Japón). 
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4. MÉTODOS DE OBTENCIÓN Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
4.1 EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS 
Para la obtención de los extractos de proteínas se realizaron diversos  protocolos en 
función de la posterior utilización de las muestras. En todos los casos se procedió a la 
rotura de las células utilizando perlas de vidrio y tampón de extracción en el que se 
añadió una mezcla de inhibidores de proteasas (IP). 
4.1.1 Extracción de proteínas para geles monodimensionales SDS-PAGE 
Se utilizaron 30 mg de células que se resuspendieron en 500 µL de tampón de 
extracción (imidazol 25 mM, EDTA 2 mM pH 7, IP (Roche Ref.11836170001) a 1X) junto 
con 0.4 g de perlas de vidrio. La rotura se realizó en Fast-Prep durante 3 ciclos de 30 
segundos a velocidad 5.0 Metros/seg. Las muestras fueron centrifugadas a 12000 rpm 
10 min y se recogió el sobrenadante. La concentración de proteínas de cada muestra 
se cuantificó mediante el sistema Nanodrop utilizando 2 µL del extracto de proteína sin 
diluir y se igualaron las muestras a 4 µg/µL en el tampón de extracción a las que se 
añadió una concentración final de SDS 6% (p/v) y, posteriormente, fueron congeladas a 
-20oC. 
4.1.2 Extracción de proteínas para geles bidimensionales (2D) IEF/SDS-PAGE  
Se utilizaron 30 mg de células resuspendidas en 500 µL de tampón de extracción (Tris- 
HCl 25 mM pH 8, urea 8 M, IP (Sigma P8215)) junto con 0.4 g de perlas de vidrio. La 
rotura se realizó en Fast-Prep durante 3 ciclos de 30 segundos a velocidad 5.0 m/s. Las 
muestras fueron centrifugadas a 12000 rpm 10 min y se recogió el sobrenadante. La 
concentración de proteínas de cada muestra se cuantificó mediante el sistema 
Nanodrop utilizando 2 µL del extracto de proteína sin diluir y se igualaron las muestras 
a 4 µg/µL en el tampón de extracción. Posteriormente, se llevó a cabo la derivatización 
de la muestra con la hidrazida BodipyFL (D-2371) de Invitrogen (USA) (apartado 
4.2.1.3). 
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4.2 TÉCNICAS ELECTROFORÉTICAS 
4.2.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) 
La electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes en 
presencia de SDS se realizó para el análisis de proteínas individuales relacionadas con 
la respuesta a estrés oxidativo y para la determinación de proteínas carboniladas 
durante dicho estrés, así como en la segunda dimensión de las electroforesis 
bidimensionales para los análisis globales de proteínas (apartado 4.2.3). 
La electroforesis se llevó a cabo en equipos de electroforesis de proteínas de BioRad 
(USA) o Invitrogen (USA) siguiendo las condiciones de preparación de los geles que se 
detallan en la Tabla M.5. 
Tabla M.5. Composición de geles de acrilamida desnaturalizantes 
GEL CONCENTRADOR 
Tris-HCl (pH 6.8) 125 mM 
Acrilamida/Bisacrilamida (30:0.8) (p/p) 5% (v/v) 
SDS 0.1% (p/v) 
Persulfato amónico 0.05% (p/v) 
TEMED 0.025% (v/v) 
GEL SEPARADOR 
Tris-HCl (pH 8.8) 375 mM 
Acrilamida/Bisacrilamida (30:0.8) (p/p) 12.5% (Sod1 y 2p); 9% (proteínas carboniladas) (v/v) 
SDS 0.1% (p/v) 
Persulfato amónico 0.05% (p/v) 
TEMED 0.025% (v/v) 
La electroforesis se llevó a cabo en un tampón de migración 1X (glicina 192 mM, Tris 
25 mM y SDS 0.1% (p/v)). 
4.2.1.1  Preparación de muestras para la detección de proteínas no carboniladas 
Las muestras se prepararon con 10-30 µg de proteína a una concentración de 2-4 
µg/µL, a los que se añadió ½ volumen de solución reductora (Tris-HCl pH 6.8, β-
mercaptoetanol 15% (v/v) extemporáneo, EDTA 10 mM y SDS 5% (p/v)). Las muestras 
se incubaron a 100oC durante 3 min y se añadió ½ volumen del tampón de carga (azul 
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de bromofenol 0.05% y sacarosa 20% (p/v). La electroforesis se llevó a cabo mediante 
una intensidad de corriente de 15-25 mA durante 1-1.5h en tampón de electroforesis 
(Tris-HCl 25 mM pH 8.8, Glicina 192 mM y SDS 0.1% (p/v)). 
4.2.1.2  Derivatización de muestras para la detección de proteínas carboniladas en 
geles monodimensionales 
Las muestras se prepararon con 15 µg de proteína a una concentración de 2-4 µg/µL a 
los que se añadió un volumen de la mezcla dinitrofenil-hidrazina (DNPH) 10 mM, ácido 
trifluoroacético (TFA) 10% (v/v) para derivatizar la muestra. Las muestras se incubaron 
a 25oC durante 10 min en agitación. Se añadió un volumen de la mezcla Tris 2 M, 
Glicerol 30% (v/v) y β-mercaptoetanol 15% (v/v) (extemporáneo) para parar la 
reacción de derivatización. El color naranja de las muestras permite seguir el frente de 
migración de la electroforesis sin necesidad de añadir colorante. La electroforesis se 
llevó a cabo mediante una intensidad de corriente de 15-25 mA durante 1-1.5 h en 
tampón de electroforesis (Tris-HCl 25 mM pH 8.8, Glicina 192 mM y SDS 0.1% (p/v)). 
4.2.1.3  Derivatización de muestras para la detección de proteínas carboniladas en 
geles bidimensionales 
La derivatización de los grupos carbonilos se realizó siguiendo el método descrito por 
Tamarit et al. (2012). La solución de trabajo de Bodipy-Hz se obtuvo por dilución 1/10 
en acetato sódico 0.1 M pH 5, EDTA 1 mM y 1% (p/v) SDS de la disolución stock de 
hidrazida Bodipy-FL (Bodipy-Hz; D-2371 Invitrogen) preparada a concentración 50 mM 
en DMSO y almacenado a -80oC. Tras la extracción de proteínas,  a 50 µL de muestra a 
6 µg/µL se le añadió 50 µL de la solución de trabajo Bodipy-Hz. La mezcla se agitó a 500 
rpm, a 25oC, durante 15 min. Posteriormente, se añadió 27.5 µL de 2 M Tris y 7.5 µL de 
0.2 M NaCNBH3 y se incubó otros 15 min a 25
oC para detener la reacción y estabilizar 
la hidrazona formada. Se precipitaron las proteínas añadiendo TCA a una 
concentración final de 10% (v/v) e incubando en hielo 30 min. Se recogieron las 
proteínas por centrifugación durante 10 min a 14000 rpm y se realizaron 3 lavados con 
etanol/acetato de etilo (50% v/v). Posteriormente, el sedimento fue congelado a -20oC 
hasta su utilización en la electroforesis bidimensional la cual se realizó en la sección de 
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proteómica del Servicio Central de Apoyo a la Investigación Experimental (SCSIE) de la 
Universitat de València. 
4.2.2 Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes 
Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida nativos para estudios de 
actividad enzimática. Para la preparación de dichos geles se siguió el mismo protocolo 
descrito en el apartado 4.2.1 pero eliminando el SDS tanto en la elaboración de los 
geles, como en la preparación de las muestras y en el tampón de electroforesis. 
Además, las electroforesis se desarrollaron a 4oC para evitar la desnaturalización de las 
proteínas por el calentamiento de la muestra. 
4.2.3 Electroforesis bidimensionales (2D) IEF/SDS-PAGE 
Se realizaron electroforesis bidimensionales en las que la primera dimensión separó las 
proteínas en función de su punto isoeléctrico (pI) mediante isoelectroenfoque (IEF), y 
la segunda dimensión separó por tamaño utilizando SDS-PAGE.  
Para el IEF se le añadió a la muestra 80 µL de tampón 7 M urea, 2 M tiourea, 4 % 
CHAPS, DTT 65 mM y anfolitos 1% con el fin de solubilizarla y formar un gradiente de 
pH que permita separar las proteínas según su pI.  Se utilizaron tiras con gradiente 
inmovilizado no lineal (NL) en el rango de pH 3-11 y 24 cm de longitud, que se 
rehidrataron o/n en DeStreak Rehidratation Solution: 8 M urea, 4 % CHAPS, DeStreak 
(12 µL/mL) y 1 % anfolitos. Las tiras y los reactivos que se emplearon fueron PlusOne 
de GE Healthcare (Reino Unido). Se utilizó cup loading anódico como método de 
aplicación de la muestra. El IEF se desarrolló con los siguients parámetros:  
IEF Params: 50uA/tira at 20o C 
S1  Step-n-hold  300V    4:00Hrs 
S2    Gradient  1000V    6:00Hrs 
S3    Gradient  8000V    3:00Hrs 
S4  Step-n-hold 8000V   28000Vhr 
S5  Step-n-hold  500V   10:00Hrs 
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En este punto las tiras pueden ser congeladas a -20oC hasta su utilización o ser 
utilizadas diretamente en el proceso de equilibrado para el desarrollo de la segunda 
dimensión. 
El equilibrado de las tiras para la segunda dimensión se realizó en tampón Tris 50 mM, 
Urea 6M, Glicerol 30%, SDS 2%, en dos pasos de 15 minutos: 
Reducción: 15 min adicionando al tampón DTT 2% 
    Alquilación: 15 min adicionando al tampón Iodacetamida 2.5 % 
Las tiras equilibradas pueden mantenerse congeladas a -20oC o bien utilizarse 
inmediatamente. 
Para la segunda dimensión se prepararon geles SDS-PAGE según se indica en el 
apartado 4.2.1. El porcentaje de acrilamida utilizado en el gel separador fue del 12.5 % 
en todos los casos, utilizando una concentración estándar para el gel concentrador del 
5 %. Para la realización de los geles se utilizo un soporte de 25x21 cm. La electroforesis 
se desarrolló a una potencia de 2 W/gel durante 1 hora y de 16 W/gel durante 4 horas. 
4.3 TINCIÓN DE GELES DE PROTEÍNAS 
4.3.1 Tinción con azul coomassie 
Para la tinción de geles se utilizó una solución azul de bromofenol 0.01% (p/v), ácido 
acético 10% (v/v) e metanol 25% (v/v) durante 30 min. A continuación el gel se 
decoloró en una solución ácido acético 10% (v/v) e metanol 25% (v/v) durante 30 min y 
se mantuvo el gel en ácido acético 10% (v/v). 
En el caso de los geles transferidos a membranas (apartado 4.4.1), éstas se 
sumergieron en una solución azul bromofenol 0.1% (p/v), metanol 50% (v/v) y ácido 
acético 10% (v/v) durante 5 min. A continuación la membrana se decoloró en una 
solución de metanol 50% (v/v) y ácido acético 10% (v/v) durante 5 min. Las 
membranas se dejaron secar al aire durante al menos 30 min. 
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4.3.2 Obtención de las imágenes Bodipy 
Los geles fueron escaneados con un escáner TyphoonTM 9400 Variable Mode Imager 
utilizando los filtros apropiados para el fluorocromo Bodipy. Las imágenes creadas se 
guardan en formato .gel (TIF modificado de 16 bits). 
4.3.3 Tinción Sypro  
Posteriormente, los geles fueron teñidos con Sypro Ruby (Bio-Rad, USA) o/n en 
agitación con el fin de observar el proteoma de la cepa de estudio. Al día siguiente, se 
realizaron tres lavados de 30 min con metanol 10% y ácido acético 7% seguido de dos 
lavados con H2Omilli Q. 
4.3.4 Obtención de las imágenes Sypro 
Los geles fueron escaneados con un escáner TyphoonTM 9400 Variable Mode Imager 
utilizando los filtros apropiados para el fluorocromo Sypro Ruby y obteniendo las 
imágenes en formato .gel (TIF modificado de 16 bits). 
4.3.5 Análisis diferencial con el programa Progénesis Samespots 
Progénesis Samespots (http://www.totallab.com/products/samespots/how-it-works/) 
es un programa de análisis de imágenes que realiza la detección, alineamiento, 
cuantificación, y análisis de geles bidimensionales, lo que permite obtener datos sobre 
diferencias en niveles de proteínas y proporciona su significación estadística. Este 
software se utilizó para el alineamiento de las imágenes disponibles obtenidas con las 
tinciones Bodipy (proteínas carboniladas) y Sypro (proteína total) para cada uno de las 
cepas de estudio. 
4.3.6 Tinción de Plata 
Posteriormente los geles de referencia se retiñeron con plata, debido a su 
compatibilidad en la determinación de proteínas mediante MALDI-TOF o LC-MS/MS, 
utilizando el protocolo del kit de PlusOne de GE Healthcare (Alemania).  Las proteínas 
de interés fueron seleccionadas y extraidas del gel para su posterior identificación por 
espectrometría de masa, que se llevó a cabo como se describe en el apartado 4.5. 
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4.4 INMUNODETECCIÓN DE PROTEÍNAS 
4.4.1 Transferencia del gel  
Para la transferencia de los geles, tanto desnaturalizantes como nativos, se utilizó el 
sistema de transferencia húmeda en cubeta (Invitrogen, USA) aplicando una intensidad 
de corriente de 125 mA durante 1.5 h en 1 L de tampón de transferencia (Tris 48 mM, 
Glicina 39 mM, metanol 10% (v/v) y SDS 0.0375% (p/v)). Las membranas de PVDF 
(Amersham Biosciences, Reino Unido) se equilibraron previamente en metanol 
durante 10 seg y posteriormente fueron equilibradas en tampón de transferencia 
durante 10 min. 
4.4.2 Inmunodetección 
Las membranas se incubaron en una solución de bloqueo con ECL Blocking Reagent 
(Amersham Biosciences, Reino Unido) al 0.2% (p/v) en PBS-Tween (fosfato sódico 20 
mM pH 7.2, NaCl 150 mM, Tween-20 0.1% (v/v)) durante 1 h a temperatura ambiente 
o bien o/n a 4oC. A continuación se incubó la membrana con el anticuerpo primario 
diluido en tampón TBS-Tween (TBS-T: Tris-HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, Tween-20 
0.1% (v/v)) y solución de bloqueo 5% (v/v) durante 1 h a temperatura ambiente. Se 
realizaron 3 lavados de 5 min en TBS-T y se incubó con un anticuerpo secundario 
comercial conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) a una dilución 1/5000 en TBS-T 
durante 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron 5 lavados de 5 min en tampón TBS-
T. Los diferentes anticuerpos utilizados se detallan en la Tabla M.6. 
Tabla M.6. Anticuerpos utilizados 
Anticuerpo primario Procedencia Dilución  Anticuerpo secundario Procedencia Dilución 
Anti-Mn-SOD Enzo ADI-SOD-111 1/3000 Anti-conejo Amersham 1/5000 
Anti-CuZn-SOD Chemicon AB5482 1/3000 Anti-conejo Amersham 1/5000 
Anti-2,4-DNP* Sigma D9656 1/3500 Anti-conejo Amersham 1/5000 
*Detección carbonilación general 
4.4.3 Revelado y cuantificación 
La detección de proteínas se realizó mediante quimioluminiscencia utilizando el 
reactivo Lumigen TMA-6 (Amersham Biosciences, Reino Unido) con 500 µL de solución 
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A, 500 µL de solución B y 500 µL de H2O mili-Q durante 5 min. Para la captación y 
análisis de las imágenes se utilizaron diferentes programas en función de su 
disponibilidad; Quantity One y PDQuest software en cámara Chemidoc CCD (BioRad, 
USA) y LAS-1000 software (Fujifilm, Japón). Para la cuantificación de los niveles 
relativos de proteína se utilizó el programa de análisis de imagen Kodak Digital Science 
1D, y los valores obtenidos fueron normalizados frente a la carga de proteína total, 
analizada por densitometría de imagen en cámara Chemidoc CCD utilizando el 
programa de imagen Quantity One a partir de las membranas teñidas con azul de 
coomassie. 
4.5 IDENTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS MEDIANTE ESPECTROMETRÍA DE 
MASAS  
La identificación de proteínas se realizó en colaboración con la sección de proteómica 
del Servicio Central de Apoyo a la Investigación Experimental (SCSIE) de la Universitat 
de València. 
Las muestras se procesaron según la metodología de digestión en gel con tripsina a 
partir de muestras procedentes de geles de poliacrilamida bidimensionales teñidos con 
plata (ver apartad 4.3.6) según la metodología descrita por Promega (Shevchenko et 
al., 1996).  La digestion se paró con ácido trifluoroacético (TFA) al 1% de concentración 
final, y la muestra de péptidos trípticos se concentró hasta un volumen de 7 µL. Se 
utilizó una muestra de BSA como control del proceso de digestión. 
El análisis de los péptidos se realizó en un espectrómetro de masas tipo MALDI-TOF, 
modelo 5800 de ABSciex. Cuando la cantidad de la proteínas era insuficiente, se realizó 
un análisis de cromatografía líquida (LC Columna, 3µ C18-CL, 75umx12cm, Nikkyo) en 
tándem con espectrometría de masa (LS-MS/MS) (5600 TripleTOF, ABSCIEX). 
La identificación de las proteínas procedentes del análisis MALDI-TOF se realizó 
mediante huella peptídica utilizando el buscador MASCOT via Protein Pilot (ABSciex) y 
la base de datos Expasy. Los datos procedentes del análisis LC-MS/MS fueron 
procesados por el buscador ProteinPilot v4.5 (ABSciex) y la base de datos SwissProt. 
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4.6 DETERMINACIÓN DE ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS 
4.6.1 Métodos espectrofotométricos 
La determinación de la mayoría de actividades enzimáticas se realizó mediante 
métodos espectrofotométricos, para los que se utilizó un espectrofotómetro Ultrospec 
2000 Pharmacia biotech. Los ensayos de actividad se realizaron utilizando extractos 
proteicos obtenidos siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.1, variando el 
tampón de extracción para cada caso. 
4.6.1.1  Alcohol deshidrogenasa (ADH) 
La actividad ADH se determinó siguiendo el método descrito por Blandino y col., 
(1997). Se realizaron los extractos en tampón Tris-HCl 0.1 M pH 8.8 + IP 1X (Roche 
Ref.11836170001). Se utilizaron 10-50 µg de proteína en una solución Tris-HCl 100 mM 
pH 8.8, NAD+ 30 mM y etanol 15 M en un volumen total de 3 mL. Se determinó el 
aumento de la absorbancia a 340 nm del NADH durante 1 min. 
Una unidad de actividad ADH se definió como la cantidad de enzima necesaria para 
catalizar la producción de 1 µmol de NADH por min. 
4.6.1.2  Catalasa 
La actividad catalasa se midió siguiendo el método descrito por Jakuboswski y col., 
(2000). Se realizaron los extractos en tampón fosfato sódico 50 mM pH 7.0, IP (Roche 
Ref.11836170001) 1X. Se utilizaron de 10-50 µg de proteína en una solución 
extemporánea de H2O2 35 mM. A partir de los 5 seg, se determinó la disminución de la 
absorbancia a 240 nm durante 1 min, y se definió una unidad de actividad enzimática 
como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la descomposición de 1 µmol de 
H2O2 por minuto. 
4.6.1.3  Superóxido dismutasa (SOD) 
La actividad SOD se determinó siguiendo el método descrito por Misra y Fridovich 
(1972). Se realizaron los extractos con tampón fosfato sódico 500 mM pH 7.8, IP 
(Roche Ref.11836170001) 1X. Se utilizaron 10-50 µg de proteína en una solución de 
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fosfato potásico 50 mM pH 7.8, metionina 45 µM, riboflavina 5.3 mM y cloro de 
nitroazul de tetrazolio (NTB) 84 µM. Para medir la actividad de Mn-SOD, se añadió 
cianuro potásico 20 µM. Los tubos se situaron en una caja forrada de aluminio, y 
dotada de lámparas fluorescentes de 15 W, que se mantuvo a 25oC, 10 min. El NBT 
reducido se cuantificó a midiendo la absorbancia a 600 nm. Los datos se normalizaron 
respecto a la cantidad de proteína SOD determinada por western blot y respecto a la 
cantidad de proteína total. Los datos fueron relativizados respecto la actividad de la 
cepa control S. cerevisiae T73. 
4.6.1.4  Glutatión reductasa (GR) 
Para la determinación de la actividad GR se siguió el protocolo adaptado de Murshed y 
col. (2008). Se realizaron los extractos celulares en tampón MES/KOH pH 6.0, IP 1X y 
300 mg de perlas de vidrio para la rotura en Fast-Prep. Se realizaron 3 ciclos de 30 
segundos a 5 Metro/seg alternando en hielo y se centrifugaron las muestras a 14000 
rpm durante 10 minutos obteniéndose el sobrenadante. Se utilizaron 10-50 µg de 
proteína en una solución Hepes 50 mM, 0.5 mM EDTA, 0.25 mM NADPH y 20 mM 
GSSG, y se determinó el descenso de la absorbancia a 340 nm debido a la oxidación del 
NADPH. 
Una unidad de actividad GR se definió como la cantidad de enzima necesaria para 
catalizar la oxidación de 1 µmol de NADPH por min. 
4.6.2 Zimogramas 
La determinación de actividades enzimáticas superóxido dismutasa (SOD) y catalasa 
también se llevó a cabo en gel se mediante electroforesis en condiciones no 
desnaturalizantes según se describe en el apartado 4.2.2. Se realizaron los extractos en 
tampón Tris-HCl 0.05M pH 8.0, IP (Roche Ref.11836170001). Tras la rotura en Fast-
Prep durante 2 ciclos de 30 seg a velocidad 5.0, se centrifugaron las muestras 3000 
rpm durante 3 min a 4oC. Se recogió el sobrenadante y se determinó la concentración 
de proteínas mediante un espectrofotómetro Nanodrop (Termo Scientific, USA). Se 
igualaron las muestras a 6 µg/µL  y se añadió una solución SSX4 (sacarosa 20% (p/v), 
0.25% azul bromofenol (p/v)) para cargar las muestras en el gel.  
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Para la realización del gel se utilizó una concentración de acrilamida 10% (v/v) y se 
separaron las muestras en un tampón de electroforesis (Tris 3.03 g/L, glicina 14.41 g/L, 
pH 8.5) a 4oC durante 1 h a 15 mA. 
Se llevaron a cabo dos geles en paralelo: uno se utilizó para medir la actividad total de 
SOD (gel control) y el segundo gel se usó para identificar la isoforma Sod1p 
sumergiéndolo en 1 mM NaCN o 50 mM dietilditiocarbamato (DDC) durante 4 min a 
temperatura ambiente. Ambos compuestos inhiben específicamente a Cu,Zn-SOD. 
Posteriormente, los geles se incubaron en una solución de tinción para SOD (80 mL de 
tampón Tris-HCl 0.05 M pH 8.5, MTT 3-(4-5 (diemtiltiazol-2)2-5 difeniltetrazolio 
bromuro) 125 µg/mL, PMS (metosulfato de fenazina) 75 µg/mL y MgCl2 187.5 µg/mL 
mg) en presencia de luz solar durante 5-10 min para visualizar las correspondientes 
bandas blancas de SOD sobre un fondo azul (Luk y Culotta 2001).  
Para los zimogramas de catalasa, el gel control previamente utilizado para el 
zimograma de SOD, se lavó durante 5 min con agua destilada y se sumergió en tampón 
fosfato potásico 50 mM pH 7.8 conteniendo H2O2 0.04 M durante 20 min a 
temperatura ambiente en oscuridad y con agitación. Entonces, se lavó de nuevo con 
agua destilada 5 min y se incubó en una solución con cloruro férrico 2% (p/v) y cianuro 
férrico de potasio 2% (p/v). Se incubó en agitación bajo la luz solar durante 5 min para 
visualizar bandas amarillas correspondientes a la catalasa. Se paró la reacción con agua 
destilada. Las imágenes se obtuvieron con una cámara LAS-1000 CCD (FujiFilm, Japón) 
y las actividades de SOD y catalasa se calcularon utilizando el software Image Gauge 
(FujiFilm, Japón). 
5. ANÁLISIS DE PARÁMETROS BIOQUÍMICOS 
5.1 ANÁLISIS DE PARÁMETROS ENOLÓGICOS 
5.1.1 Determinación de azúcares reductores 
El método empleado se basa en el protocolo descrito por Robyt y Whelan (1972). Se 
realizaron diluciones con agua de la solución de azúcares a medir en un volumen final 
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de 250 µL y se le añadieron 250 µL de reactivo DNS ((ácido 3.5-dinitrosalicílico 1.0% 
(p/v), NaOH 1.6% (p/v),  tartrato doble sódico-potásico 30% (p/v)). Se realizó una recta 
patrón con concentraciones de glucosa entre 0 y 2 g/L. Las muestras se hirvieron 
durante 5 min y tras enfriarse en hielo, se midió la absorbancia a 540 nm de una 
dilución adecuada, tanto de las muestras problema como de las provenientes de la 
recta patrón. La concentración de azúcares reductores se calculó interpolando en la 
recta de glucosa el valor de absorbancia de cada muestra. 
5.1.2 Determinación de glucosa mediante el método enzimático glucosa 
oxidasa/peroxidasa 
La muestra de glucosa a valorar se diluyó en agua en un volumen final de 100 µL y se 
añadieron 400 µL de reactivo GOX/P (7.8 U de glucosa oxidasa, 0.4 U de peroxidasa, 
0.9 mM o-dianisidina, en tampón fosfato potásico 100 mM pH 7.0). La reacción se llevó 
a cabo a 30oC durante 15 min, y se detuvo la reacción por adición de 500 µL de HCl 6.0 
N. Se realizó para cada ensayo una recta patrón con cantidades de glucosa entre 0 y 10 
µg que se trató de la misma forma que las muestras problema. Tras detener la 
reacción se midió la absorbancia a 540 nm, y la cantidad de glucosa presente en cada 
muestra se calculó interpolando en la recta patrón a partir de su absorbancia. 
5.1.3 Determinación de sacarosa 
Se realizó un ensayo con tampón acetato sódico 50 mM pH 5.0, 2.5 U de invertasa 
(Sigma, USA) y una dilución en agua de la muestra en un volumen final de 200 µL. 
También se siguió el mismo procedimiento con una recta patrón con cantidades de 
sacarosa entre 0 y 35 µg. Tras incubar 10 min a 30oC, se añadieron 100 µL de K2HPO4 
0.4 M y se hirvió la mezcla 3 min para detener la reacción. Parte de la muestra se 
utilizó para valorar glucosa mediante el ensayo enzimático glucosa oxidasa/peroxidasa. 
La concentración de sacarosa presente en cada muestra se calculó interpolando en la 
recta patrón a partir de su absorbancia a 540 nm teniendo en cuenta las diluciones 
realizadas. 
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5.1.4 Determinación de etanol 
La cuantificación de etanol en el medio se realizó mediante la detección 
espectrofotométrica a 340 nm del NADH formado durante la oxidación del etanol a 
acetaldehído por acción del enzima alcohol deshidrogenasa. 
El ensayo se llevó a cabo en placas de 96 pocillos. Los componentes de la reacción en 
cada pocillo fueron los siguientes: 10 µL de muestra, 200 µL de H2O, 20 µL tampón 
pirofosfato, 20 µL NAD+ 2 mM, 20 µL de una dilución 1/10 de  aldehído deshidrogenasa 
(componentes del kit Ethanol Assay Kit de Megazyme, Irlanda). Tras 3 minutos se midió 
la absorbancia a 340 nm y se utilizó como blanco para cada muestra. Para iniciar la 
reacción se añadió el enzima alcohol deshidrogenasa 20 U/mL, se incubó a Tª 
ambiente durante 5 minutos y se cuantificó la formación de NADH en un lector de 
placas (Epoch, Bio Tek, USA). La recta patrón de etanol entre 0.25 µg- 12 µg se procesó 
igual que el resto de las muestras. Las absorbancias obtenidas se interpolaron en la 
recta patrón y la concentración de etanol se expresó en g etanol/L. 
5.1.5 Determinación de acetato y glicerol 
Estos metabolitos se determinaron utilizando los kits de r-biopharm (Roche, Suiza) 
según las instrucciones del fabricante. 
5.1.6 Determinación de ésteres y alcoholes superiores por cromatografía de gases 
HS-SPME-GC 
Se utilizaron 1.5 mL de muestra procedentes del final de los experimentos de 
microvinificación, con 0.35 g de NaCl y  20 µL de 2-heptanona 0.005% (p/v) como 
patrón interno. Las muestras analizadas se realizaron por triplicado. 
El análisis del contenido en alcoholes superiores y ésteres se llevó a cabo por 
microextracción en fase sólidos (HS-SPME) utilizando una fibra de 100 µm de 
polidimetilsiloxano (PDMS) (Supelco, Sigma-Aldrich, España) que puede extraer 
distintas moléculas volátiles o no volátiles, de diferentes tipos de medios en fase 
líquida o gaseosa. Las soluciones se mantuvieron a 25oC durante 2 h para establecer el 
equilibrio entre el espacio de cabeza y el líquido. Posteriormente, se insertó la fibra en 
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el espacio de cabeza y se mantuvo durante 7 min. Finalmente, la fibra PDMS se 
transfirió al puerto de inyección del cromatógrafo de gases, donde la desorción de las 
moléculas tuvo lugar mediante un flujo de helio a 220 oC durante 4 min.  
Para la separación y determinación de los compuestos se utilizó un cromatógrafo de 
gases Science TRACE GC Ultra gas equipado con un detector de ionización de llama FID 
provisto de una columna capilar HP-INNOWax de 30 m de longitud, 0.25 mm de 
diámetro interno y 0.1 µm de espesor de fase. Como gas portador se utilizó helio a un 
flujo de 1 mL/min. La señal cromatográfica se registró mediante el equipo HP Vecta 
QS/16S asistido por el programa ChromQuestProgram.   
Para el análisis de los compuestos aromáticos, las temperaturas del inyector y del 
detector se mantuvieron a 220oC y 300oC respectivamente. La temperatura del horno 
se mantuvo a 35oC durante 5 min y se incrementó a razón de 2oC/min hasta 150oC y 
20oC/min hasta 250oC. Finalmente, el horno se mantuvo a 250oC durante 20 min. 
La cuantificación de ésteres y alcoholes se realizó por el método del patrón interno 
que consiste en la realización de curvas patrón con disoluciones a distintas 
concentraciones de los alcoholes y ésteres que se desean cuantificar. Estos 
compuestos se disolvieron en una disolución denominada “Vino sintético” formada por 
tampón Mcllvaine 50 mM pH 3.5 (Rojas et al., 2001) con una concentración de etanol 
del 12% (v/v) que mimetizan las condiciones físico-químicas del vino. 
5.1.7 Determinación de capacidad fermentativa 
La capacidad fermentativa se determinó en medio YPGF, descrito en el apartado 2.1, 
por su mayor similitud al mosto en cuanto al contenido en azúcares. Se inocularon 100 
mL de YPGF en botellas de 250 mL con aproximadamente 1x107 células/mL y se 
comprobó la cantidad real de células mediante recuento en cámara cuentaglóbulos 
Neubauer. Los cultivos se colocaron en un baño de agua a 30oC con una agitación de 
65 rpm y se determinó el gas producido durante la fermentación con un aparato 
Fermograph (ATTO Corporation, Japón). El seguimiento de la producción de CO2 se 
realizó cada 10 min durante 6 horas. La capacidad fermentativa se expresa como el 
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volumen de CO2 producido por unidad de tiempo y por número de células (Van Hoek 
et al., 1998). 
5.2 ANÁLISIS DE PARÁMETROS REDOX 
5.2.1 Cuantificación de glutatión 
Para la determinación de glutatión se utilizó un método colorimétrico, basado en la 
reacción de esta molécula con el ácido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), es una 
modificación de los descritos originalmente por Tietze (1969) y Griffith (1980). Se 
recogieron 100 mg de células en diferentes etapas de deshidratación y se 
resuspendieron en 1 mL de HCl 8 mM y ácido 5-sulfosalicílico 1.3% (p/v) a 4oC. Las 
células se rompieron con 0.6 g de perlas de vidrio en Fast-Prep durante 3 ciclos de 30 
segundos a velocidad 5.0 metros/seg. Tras la rotura se mantuvieron en hielo 15 min 
más y finalmente se recuperó el sobrenadante mediante una centrifugación de 15 min 
a 13000 rpm (4oC). 
La valoración de glutatión total  se realizó mezclando 200 µL de muestra con 120 µL de 
cóctel enzimático preparado en el momento que contenía NADP 0.4 mg/mL (Sigma, 
USA), glucosa-6-fosfato 0.16 mg/mL (Sigma, USA), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 3 
µg/mL (Sigma, USA), glutatión reductasa 1 mU (Sigma), MES 0.2 M y EDTA 2 mM 
disueltos en tampón fosfato sódico 0.1 M pH 6.0. Se añadieron 480 µL de ditiotris-
nitrobenzoico (DTNB) 200 µM, se incubó 20 min en agitación y oscuridad y se midió la 
absorbancia a 412 nm. Para la valoración de glutatión oxidado (GSSG), los 200 µL de 
muestra se incubaron previamente con 2 µL de una solución 2-vinilpiridina 1 M (Sigma) 
que acompleja el glutatión en su forma reducida impidiendo su reacción con el DTNB. 
En ambos casos, se realizaron rectas patrón de 0 a 16 µM de GSSG (Sigma) que fueron 
sometidas a los mismos tratamientos que las muestras. La cantidad de glutatión 
reducido (GSH) se calculó por diferencia entre el glutatión total y el glutatión oxidado. 
Los resultados se expresaron en nmoles de glutatión por mg de células. 
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5.2.2 Cuantificación de la peroxidación de lípidos 
La peroxidación de lípidos se determinó mediante el ensayo colorimétrico descrito por 
Buege y Aust (1978) con algunas modificaciones, basado en la reacción del ácido 
tiobarbitúrico con el malonaldehído (MDA), producto de la rotura de los ácidos grasos 
poliinsaturados. A partir de 50 mg de células, se realizó el extracto en tampón fosfato 
sódico 50 mM pH 6.0 con ácido tricloroácetico 10% (v/v) y 0.3 g de perlas de vidrio, en  
Fast-Prep durante 3 ciclos de 30 segundos a velocidad 5.0 metros/seg. Se recogió el 
sobrenadante centrifugando durante 10 min a 12000 rpm. Se mezclaron 300 µL de 
extracto con 100 µL de EDTA 0.1 M y 600 µL de ácido tiobarbitúrico 1 % (p/v) disuelto 
en NaOH 0.05M. Esta mezcla se incubó 15 min en un termobloque a 100oC y, 
posteriormente, se dejó enfriar en hielo durante 5 min. Se centrifugó 5 min a 12000 
rpm para eliminar los posibles precipitados. La reacción del ácido tiobarbitúrico con las 
moléculas de MDA genera especies rojas detectables a 535 nm. Los resultados se 
expresaron en nmoles de MDA por mg de células. 
5.2.3 Cuantificación de trehalosa 
Los extractos celulares para la cuantificación de trehalosa se obtuvieron siguiendo el 
protocolo descrito por Parrou y François (1997) adaptado a placas de 96 pocillos. 100 
mg de células fueron resuspendidas en 0.75 mL de Na2CO3 250 mM y se incubaron a 95 
ºC durante 4 horas. La determinación se realizó utilizando 75 µL de extracto por 
muestra, al que se le añadió  225 µL  de una mezcla de ácido acético 1 M y tampón 
acetato sódico 0.2 M pH 5.2 (1:4) y se centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 
30 s. Se incubaron 150 μl del sobrenadante con 8.4 mU de trehalasa comercial (Sigma) 
a 37 ºC durante 12-16 horas con agitación. Se incluyeron blancos con extracto sin 
trehalasa comercial. Para cada ensayo, se realizó una recta patrón de trehalosa entre 0 
y 20 μg que fue procesada de la misma forma que los sobrenadantes obtenidos. 
Seguidamente, se hirvieron las muestras para detener la reacción, se centrifugaron y 
se valoró la glucosa liberada mediante el ensayo enzimático glucosa 
oxidasa/peroxidasa. La cantidad de trehalosa intracelular se expresó en μg de 
trehalosa por mg de células. 
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6. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 
En todos los resultados numéricos en los que se muestra un análisis estadístico de los 
datos, la significatividad estadística se obtuvo mediante un test t de student, de una 
cola con 2 grados de libertad, que compara las medias de dos categorías dependientes 
a través de la desviación típica (DT). Se ha considerado significativo aquellos valores 
con un valor de p (p-value) menor o igual a 0.05, que corresponde a un intervalo de 
confianza del 95%. 
Se realizó un análisis multivariante (modelo lineal general) para evaluar el efecto de la 
suplementación con las diferentes moléculas antioxidantes y el efecto del tipo de cepa 
utilizada sobre los parámetros bioquímicos de estrés oxidativo (propagación de la 
biomasa, capacidad fermentativa, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas, 
metabolitos de protección y actividades enzimáticas). Los resultados se compararon 
estadísticamente mediante el uso de una ANOVA de 2 factores y la prueba de Tukey 
HSD post hoc. Se utilizaron las pruebas de hipótesis estadísticas para comprobar la 
hipótesis nula (α = 0.05) (SPSS v22.0; IBM SPSS Inc). Por otra parte, también se llevó a 
cabo un análisis de componentes principales (PCA, Principal Component Analysis) para 
visualizar un gráfico 2D de los dos primeros componentes principales, con el fin de 
revelar patrones de agrupación potenciales entre suplementaciones o facilitar el 
reconocimiento de los grupos atípicos utilizando el paquete de software estadístico 
PAST 3.05  (Hammer et al. 2001). La elección de los factores se realiza de tal forma que 
el primero recoja la mayor proporción posible de la variabilidad original; el segundo 
factor debe recoger la máxima variabilidad posible no recogida por el primero, y así 
sucesivamente. Del total de factores se elegirán aquéllos que recojan el porcentaje de 
variabilidad que se considere suficiente denominándose componentes principales.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS Y DESARROLLO 
ARGUMENTAL
Resultados y desarrollo argumental                                                                               Capítulo I 
 
101 
I. CARACTERIZACIÓN FISIOLÓGICA DE CEPAS VÍNICAS 
INDUSTRIALES DEL GÉNERO Saccharomyces Y NO-
Saccharomyces 
1.1 ANTECEDENTES DE TRABAJO 
En trabajos anteriores de nuestro grupo se ha puesto a punto una simulación a escala 
de laboratorio del proceso de propagación de la biomasa de levadura (Pérez-Torrado 
et al., 2005) usando como medio melaza de remolacha y simplificando la secuencia de 
fermentaciones, reduciéndolas a dos, una etapa de batch y una etapa de fed-batch. 
Este diseño nos ha permitido abordar el estudio fisiológico y molecular de las 
levaduras e identificar la existencia de diversos estreses a lo largo del proceso de 
producción de biomasa entre los cuales el estrés oxidativo parece tener un papel 
relevante durante las dos etapas del proceso de propagación. Mediante la utilización 
de técnicas de manipulación genética y de análisis moleculares se ha correlacionado la 
mayor capacidad fermentativa de la biomasa producida con la mejora de la respuesta 
de las levaduras al estrés oxidativo (Gómez-Pastor et al., 2010b; Gómez-Pastor et al., 
2010a). Se ha realizado también una aproximación a escala de laboratorio del proceso 
de deshidratación, consistente en el secado en una estufa de convección a 35oC, y se 
han analizado posteriormente las propiedades tecnológicas de la levadura seca activa 
(LSA) obtenida, concluyendo que dicho protocolo de deshidratación servía como 
herramienta inicial para abordar los puntos críticos del proceso industrial, de hecho, se 
perfiló la respuesta a estrés oxidativo como la más relevante durante el proceso de 
producción de LSA (Garre et al., 2010). 
Como se ha comentado en la Introducción, las levaduras no-Saccharomyces forman 
parte de la microbiota natural de la superficie del grano de uva y del equipamiento de 
cosecha y elaboración del vino y están presentes durante la fermentación (Xufre et al., 
2006; Nisiotou et al., 2007). Además, las levaduras vínicas no-Saccharomyces tienen 
algunas características enológicas que no están presentes en especies de S. cerevisiae y 
que pueden mejorar el perfil analítico y aromático de los vinos a través de las 
interacciones metabólicas entre las distintas especies de levadura de Saccharomyces y 
no-Saccharomyces (Languet et al., 2005; Salmon et al., 2007). Por lo tanto, nos 
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propusimos llevar a cabo la caracterización fisiológica de cepas de levaduras vínicas del 
género Saccharomyces y no-Saccharomyces con diferentes eficiencias tecnológicas en 
el proceso de producción de levadura seca activa a escala de laboratorio e indentificar 
posibles cepas candidatas para ser producidas y utilizadas como cultivos “multi-
startes” en la industria del vino. Además, en base a dicha caracterización, se pretende 
aportar información para la mejora biotecnológica de todas aquellas cepas de levadura 
que presenten problemas en su producción industrial. 
1.2 CARACTERIZACIÓN FISIOLÓGICA DE LEVADURAS VÍNICAS 
1.2.1 Identificación de las cepas vínicas de interés industrial  
Para la búsqueda de marcadores de estrés oxidativo relevantes en el proceso de 
producción de LSA se decidió analizar el comportamiento fisiológico de una colección 
de levaduras vínicas industriales de interés procedente de la empresa Lallemand Inc 
(ver Tabla M.1 del capítulo de Metodología) que incluye, como control, la cepa 
industrial T73 previamente caracterizada en nuestro laboratorio. 
Inicialmente se partió de una colección de 10 cepas procedentes de la empresa 
Lallemand Inc (designadas con D y P). Para conocer la heterogeneidad de las cepas se 
llevó a cabo una caracterización genética mediante amplificación por PCR de los genes 
codificantes de proteínas PPR1 (factor de transcripción que controla la biosíntesis de 
pirimidinas, Cromosoma XII), CBP2 (proteína de splicing mitocondrial del pre-RNA 
mensajero del citocromo B, Cromosoma VIII) y BRE5 (cofactor del sistema de 
ubiquitinación, Cromosoma XIV) seguida de un análisis de restricción del producto 
amplificado con las endonucleasa TaqI y HinfI cuyo patrón de bandas permite 
distinguir entre diferentes especies de levadura e híbridos del género Saccharomyces  
(análisis de los RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism)(González et al., 
2008; Pérez-Través et al., 2014)  (Figura I.1). 
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Figura I.1: Caracterización genética mediante amplificación por PCR de los genes PPR1, CBP2 y BRE5 
seguida de una restricción con las endonucleasas Taq I y Hinf I. 
Los resultados obtenidos permitieron la clasificación expuesta en la Tabla M.1 
(apartado de Metodología). Debido a que todas las cepas (excepto D291) pertenecen 
al género Saccharomyces y se quería analizar también cepas no-Saccharomyces se 
incluyeron 4 especies de levaduras vínicas de interés procedentes de la CECT (Candida 
stellata, Pichia fermentans, Hanseniaspora osmophila, Hanseniaspora guilliermondii) 
debido a sus posibles aplicaciones en cultivos mixtos y secuenciales junto con S. 
cerevisiae para la elaboración del vino, como se ha comentado en la Introducción. 
1.2.2 Morfología celular 
En la figura I.2 se muestra la morfología celular de las cepas de estudio. Las cepas 
clasificadas como Saccharomyces cerevisiae presentan, todas ellas, una morfología 
redondeada similar mientras que la cepa D272 (Saccharomyces uvarum var. bayanus) y 
PR6 (S. c x S. uvarum) presentan una morfología más alargada. La cepa D291 
(Torulaspora delbrueckii) presenta agrupaciones celulares, característica 
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probablemente asociada a su caraceter floculante. Las células de Candida stellata, 
como las cepas del género Hanseniaspora, son más pequeñas y alargadas. Pichia 
fermentans tiene una morfología similar a la de la cepa T73. 
 
Figura I.2. Imágenes de las cepas estudiadas tras 24 horas de crecimiento en medio YPD. Las imágenes 
fueron tomadas con el microscopio Nikon eclipse 90i. 
Debido a las diferencias de tamaño en las cepas no-Saccharomyces, se calculó la 
relación entre la DO600  y el número de células determinado por recuento en cámara 
de Neubauer obteniéndose las rectas recogidas en la tabla I.2. Dichas rectas se tendrán 
en cuenta en los todos los experimentos de inoculación de medios y goteos. 
Tabla I.2. Relación número de células (y) y densidad óptica (x) de las cepas de estudio 
Cepa Recta Cepa Recta 
T73 y = 10
7
x D272 y = 10
7
x 
D18 y = 10
7
x PR6 y = 10
7
x 
D22 y = 10
7
x C. stellata y = 5·10
7
x 
D128 y = 10
7
x T. delbrueckii y = 10
7
x 
D142 y = 10
7
x P. fermentans y = 10
7
x 
D170 y = 10
7
x H. osmophila y = 2·10
7
x 
D264 y = 10
7
x H. guilliermondii y = 7·10
7
x 
D301 y = 10
7
x   
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1.2.3 Cinéticas de crecimiento 
A continuación se caracterizó las cinéticas de crecimiento de las diferentes levaduras 
en distintos medios de interés para el trabajo: YPD (medio utilizado en los precultivos), 
melaza suplementada (medio de producción de biomasa) e YPGF (medio que simula el 
mosto y se utiliza para medir la capacidad fermentativa). En todos los casos, se inoculó 
50 mL de medio a una DO600 0.1 y se cultivaron durante 24 h. 
Para facilitar la comparación entre cepas y la interpretación de los datos, los resultados 
obtenidos en cada medio de cultivo se muestran en dos grupos: A. Cepas del género 
Saccharomyces y la cepa híbrida PR6; B. Cepas no-Saccharomyces, y la cepa control 
T73. 
En el caso de cultivos en medio YPD (Figura I.3), los resultados obtenidos no mostraron 
grandes diferencias de rendimiento en biomasa respecto de la cepa control T73 
excepto para las cepas PR6 (S. c. x S. u.), D272 (S. u.) y T. delbrueckii cuyo rendimiento 
fue claramente menor. 
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Figura I.3: Curva de crecimiento celular (DO600nm) en medio YPD a 30
o C. Panel A: Cepas del género 
Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. Se realizaron tres réplicas biológicas. Las barras de 
error corresponden a la desviación típica (DT) de tres experimentos independientes. 
En cuanto al rendimiento en biomasa en melaza suplementada (Figura I.4), en base a 
los resultados obtenidos, las diferentes cepas se clasificaron en 4 grupos: 
1. Cepas con mejor rendimiento que T73: Candida stellata 
2. Cepas con igual rendimiento que T73: D22, D170, D142, D264 y D301 (todas 
ellas S. cerevisiae) 
3. Cepas con menor rendimiento que T73: D128 (S. cerevisiae) y D18 (S. 
cerevisiae). 
4. Cepas con muy bajo rendimiento: D272 (S. b.), PR6 (S. c. x S. u.), D291 (T. 
delbrueckii), P. fermentans, H. osmophila y H. guilliermondii. 
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Figura I.4: Curva de crecimiento celular (DO600 nm) en medio melaza a 30
o C. Panel A: Cepas del género 
Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. Las barras de error corresponden a DT de tres 
experimentos independientes.  
Por último, se analizó el rendimiento en biomasa en medio YPGF (Figura I.5). Las 
diferentes cepas fueron agrupadas en tres grupos en base a su rendimiento en 
biomasa: 
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1. Cepas con igual rendimiento que T73: D18, D22, D170, D142, D264 y D301 
(todas ellas S. cerevisiae) 
2. Cepas con menor rendimiento que T73: D128 (S. cerevisiae), D142 (S. 
cerevisiae), C. stellata, P. fermentans, H. osmophila y H. guilliermondii. 
3. Cepas con muy bajo rendimiento: D272 (S. b.), PR6 (S. c. x S. u.) y D291 (T. 
delbrueckii). 
 
Figura I.5: Curva de crecimiento celular (DO600 nm) en medio YPGF a 30
o C. Panel A: Cepas del género 
Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. Las barras de error corresponden a DT de tres 
experimentos independientes.  
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Debido a que la cepa D291 (Torulaspora delbrueckii) es floculante, se contrastaron las 
cinéticas de crecimiento obtenidas con cinéticas de consumo de sacarosa durante el 
crecimiento en medio melaza (Figura I.6). Los resultados mostraron una correlación 
directa entre el consumo de sacarosa y la DO600 obtenida en dicho medio, pudiendo 
observar que: 
1. El crecimiento más lento de las cepas D128 (S. cerevisiae) y D18 (S. cerevisiae) 
es consistente con un consumo más lento de sacarosa.* 
2. El bajo rendimiento en biomasa de las cepas D291 (T. delbrueckii), D272 (S. b.) y 
PR6 (S. c. x S. u.) es consistente con su incapacidad para consumir toda la 
sacarosa del medio. (*) 
3. El crecimiento inicial más lento de C. stellata (*) respecto T73 es consistente 
con el consumo más lento de sacarosa, aunque finalmente acaba 
consumiéndola y dando mayor rendimiento en biomasa. El resto de cepas no-
Saccharomyces tienen un bajo rendimiento en biomasa (*).  
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Figura I.6: Consumo de sacarosa durante el crecimiento en melaza suplementada. Panel A: Cepas del 
género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. Las barras de error corresponden a DT de 
tres experimentos independientes. 
1.2.4 Análisis de la capacidad fermentativa 
La capacidad fermentativa se determinó en medio YPGF por su contenido en azúcares 
similar al del mosto. Se analizó biomasa fresca y deshidratada obtenida a partir de 
cultivos en fase estacionaria en medio melaza (fase batch), tal como se detalla en la 
Metodología (apartado 2.1). 
1.2.4.1 Medida de la capacidad fermentativa en células frescas  
La medida de capacidad fermentativa de las cepas estudiadas, ensayada en células 
frescas, permite concluir que la mayoría de ellas no son tan buenas fermentadoras 
como la cepa T73, excepto en el caso de la cepa D170 (S. c.) cuya capacidad 
fermentativa es incluso mayor (Figura I.7A). Cabe destacar la baja capacidad de las 
cepas D18 (S. c.), D272 (S. b.) y las cepas no-Saccharomyces (Figura I.7B). 
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Figura I.7: Capacidad fermentativa (mL CO2/10
7 células) en medio sintético YPGF a partir de biomasa 
procedente de medio melaza cultivada durante 24 h. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: 
Cepas no-Saccharomyces. Las barras de error corresponden a DT de tres experimentos independientes.  
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1.2.4.2 Medida de la capacidad fermentativa en células deshidratadas (LSA) 
Los resultados del análisis de capacidad fermentativa en células deshidratadas se 
muestran en la figura I.8.  En las cepas del  género Saccharomyces (Figura I.8A) se 
puede distinguir 3 grupos respecto la cepa control T73: 
1. Cepas con mayor capacidad fermentativa que T73: D170 (S. cerevisiae). 
2. Cepas con igual capacidad fermentativa que T73: D.272 (S. b.); PR6 (S. c. x S. u.) 
y D18 (S. cerevisiae). 
3. Cepas con menor capacidad fermentativa que T73: D301; D142; D264; D22 y 
D128 (todas ellas S. cerevisiae). 
En el caso de las cepas no-Saccharomyces (Figura I.8B); todas ellas tienen menor 
capacidad fermentativa que T73, excepto Torulaspora delbrueckii cuya capacidad es 
similar a T73. 
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Figura I.8: Capacidad fermentativa (mL CO2/10
7 células) en medio sintético YPGF a partir de biomasa 
deshidratada en estufa de aire a 35oC durante 24h. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: 
Cepas no-Saccharomyces. Las barras de error corresponden a DT de tres experimentos independientes. 
En general, la capacidad fermentativa de las células frescas es mayor que la de la 
levadura seca activa. Si comparamos la capacidad fermentativa de las células en fresco 
y deshidratadas (Figura I.9), se puede observar que existe un efecto negativo de la 
deshidratación, disminuyendo la capacidad fermentativa en todas las cepas analizadas. 
No obstante, podemos distinguir cepas cuya capacidad fermentativa es menos sensible 
a la deshidratación como: D291 (T. delbrueckii)> D272 (S. b.) > D18 (S. cerevisiae)> PR6 
(S. c. x S. u.) ≥ D170 (S. cerevisiae)> T73 (S. cerevisiae) quedando reflejada la menor 
pérdida de capacidad fermentativa tras la deshidratación en estas cepas. 
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Figura I.9: Representación de la capacidad fermentativa y del tanto por cierto de la pérdida de la 
capacidad fermentativa (CF) entre las células en fresco y la LSA para cada una de las cepas de estudio a 
los 350 min de medida Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. 
Con recuadro naranja están marcadas las cepas menos sensibles a la deshidratación. Las barras de error 
corresponden a DT de tres experimentos independientes. 
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En base a los resultados obtenidos, resulta interesante observar que aquellas cepas 
que presentaron un peor rendimiento en biomasa en casi todos los medios analizados  
como son: Torulaspora delbrueckii (D291), S. cerevisiae x S. uvarum (PR6) y 
Saccharomyces bayanus var.uvarum (D272), presentan una pérdida de CF menor que 
la cepa control T73 tras la deshidratación. Por ello, sería de interés industrial poder 
mejorar el proceso de producción de estas levaduras vínicas. 
1.2.5 Análisis de la viabilidad tras el proceso de deshidratación 
Para determinar el efecto del proceso de deshidratación sobre la viabilidad celular de 
las distintas cepas se cuantificó el número de células viables antes y después del 
proceso de deshidratación, tal como se describe en el apartado 2.4 de la Metodología. 
Se consideró 100% de viabilidad al número de colonias obtenidas a partir de la siembra 
directa de diluciones adecuadas de los cultivos en melaza para cada una de las cepas y 
se calculó el porcentaje de células viables tras la deshidratación respecto de esas 
células frescas. Este parámetro aporta información sobre la resistencia a la 
deshidratación de cada cepa. 
Al observar nuestros resultados (Figura I.10), podemos concluir que, en general, el 
proceso de deshidratación es determinante para la eficiencia fermentativa de la LSA 
por su importante efecto sobre la viabilidad celular, de manera que la viabilidad y la 
vitalidad de las células quedan afectadas, aunque de forma diferencial para las 
distintas cepas. Entre nuestros datos, cabe destacar que en ocasiones viabilidad y 
capacidad fermentativa no evolucionan de forma paralela, como puede observarse 
para la cepa T73 que, pese a presentar la mayor viabilidad frente a la deshidratación, 
sufre una gran reducción de su capacidad fermentativa, o el caso contrario, la cepa T. 
delbrueckii, cuya capacidad fermentativa se mantiene pese a la baja viabilidad tras la 
deshidratación. 
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Figura I.10: Representación del % de células viables tras el proceso de deshidratación-rehidratación en 
placas de YPD. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. Las barras 
de error corresponden a la DT de tres experimentos independientes.  
1.2.6 Análisis de la actividad alcohol deshidrogenasa y producción de etanol 
Aunque la producción de CO2 es un parámetro útil para evaluar la capacidad 
fermentativa de las cepas vínicas, se llevaron también a cabo determinaciones de la 
actividad alcohol deshidrogenasa (ADH), cuya acción durante la fermentación 
alcohólica es esencial para la regeneración del NAD+ y la continuación de la glicolísis, y 
de la producción de etanol, como parámetros complementarios a la producción de 
CO2. 
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1.2.6.1 Actividad alcohol deshidrogenasa (ADH) 
Se determinó la actividad ADH en células procedentes de las cuatro condiciones de 
interés: cultivo en YPD, cultivo en melaza (en ambos casos tras 24 horas de 
crecimiento), tras deshidratación y en fermentación en YPGF (tras 6 horas de 
incubación) (Figura I.11). En el caso de las cepas del género Saccharomyces (Figura 
I.11A), la actividad ADH fue más elevada en medio melaza para todas las cepas siendo 
muy baja o nula en el medio YPGF.  En las cepas no-Saccharomyces se observan mayor 
variabilidad de resultados (Figura I.11B) donde C. stellata tiene un comportamiento 
similar a T73; T. delbrueckii tiene menor actividad ADH observándose una mayor 
actividad en el medio melaza; P. fermentans prácticamente no tiene actividad en 
ninguna condición; y las dos Hanseniaspora tienen un comportamiento similar 
presentando mayor actividad ADH en medio YPD y tras la deshidratación. En general, 
las cepas no-Saccharomyces presentan menor actividad ADH, excepto C. stellata con 
una actividad muy similar a T73 y, al igual que el anterior grupo, la actividad de ADH en 
YPGF es nula. Una posible explicación a la baja actividad ADH en el medio YPGF es el 
considerable aumento en la carbonilación de la proteína Adh1p que ha sido descrito al 
final del proceso de crecimiento en medio melaza (Gómez-Pastor et al., 2012). Este 
fenómeno de oxidación genera agregados proteicos del enzima ADH (Gómez-Pastor et 
al., 2012), probablemente inactivos, lo que junto, con el bajo número de células 
presentes a las 6 h de incubación en medio YPGF, explicaría la escasa actividad 
detectada en dicho medio. 
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Figura I.11: Determinación de la actividad alcohol deshidrogenasa (ADH) en medio YPD, melaza (en 
ambos casos tras 24 horas de crecimiento), deshidratación e YPGF (tras 6 horas de incubación). Panel A: 
Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. Las barras de error corresponden a 
DT de tres independiente experimentos. Los grupos de medias que son estadísticamente diferentes 
entre sí dentro de cada cepa (p<0.05) están indicados con letras distintas siendo (a) significativamente 
diferente de (b, c, d) con un p<0.05. 
1.2.6.2 Producción de etanol en melaza a 24 horas 
En lo que se refiere a la producción de etanol, en general, no hay grandes diferencias 
entre las distintas cepas del género Saccharomyces (Figura I.12A), aunque se puede 
observar una menor producción en D272 (S. b.) y en PR6 (S. c x S. u.). En referencia a 
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las cepas no-Saccharomyces (Figura I.12B), presentan una menor producción de etanol 
que la cepa T73, excepto C. stellata. Estos datos concuerdan con el menor consumo de 
sacarosa observado en estas cepas y con la menor actividad alcohol deshidrogenasa en 
las cepas D272 y no-Saccharomyces. 
 
 
Figura I.12: Determinación de la producción de etanol en melaza a 24h. Panel A: Cepas del género 
Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. Las barras de error corresponden a la DT de tres 
experimentos independientes. 
1.2.7 Análisis de la respuesta a estrés 
Durante la producción de levadura seca activa, las células se encuentran sometidas a 
numerosos cambios metabólicos y situaciones de estrés, como fluctuaciones en la 
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cantidad de O2 disuelto, osmolaridad y temperatura, entre otras. Por ello, se abordó la 
evaluación de la capacidad de respuesta de las cepas frente a estos estreses. 
1.2.7.1 Respuesta a estrés térmico 
La evaluación de la respuesta a estrés térmico se realizó según se detalla en el 
apartado 2.5.1 de la Metodología. 
En general, las levaduras vínicas ensayadas no ven afectada su viabilidad al someterlas 
a un estrés térmico a 34oC, excepto las cepa D272 (S. b.), T. delbrueckii (D291) y C. 
stellata que reducen su crecimiento. En cambio, a 37oC se pueden distinguir tres 
fenotipos (Figura I.13):  
1. Cepas que crecen mejor que T73: D142, D170 y D264 (todas ellas S. cerevisiae).  
2. Cepas que crecen igual que T73: D18, D22, D301 (todas S. cerevisiae) y H. 
guilliermondii. 
3. Cepas que crecen peor que T73: D128 (S. c.), D272 (S. b.), PR6 (S. c. x S. u.) y el resto 
de cepas no-Saccharomyces. 
Aunque en algunas cepas, como D128, D272, PR6 y todas las no-Saccharomyces, se 
observa una buena correlación de su mayor sensibilidad a estrés térmico por altas 
temperaturas con una baja viabilidad tras la deshidratación, es importante notar que 
el mejor o peor crecimiento a 37oC no está necesariamente ligado con efectos en la 
viabilidad tras la deshidratación, como lo demuestran las cepas D18, D264, D142, en 
las que no se observa esa correlación entre sensibilidad a estrés térmico y 
deshidratación. Hay que tener en consideración que la pérdida de agua impone a las 
células una mezcla de condiciones adversas adicionales a la que puede suponer la alta 
temperatura, como puede concluirse de estudios de expresión de genes marcadores 
de estrés (Garre et al., 2010) que detectan la inducción de genes de respuesta a estrés 
oxidativo, tales como TRR1 y GRX5 (pertenencen al sistema tiorredoxina y 
glutarredoxina, repectivamente) durante la deshidratación. Diferencias en la capacidad 
de respuesta de las distintas cepas y especies de levaduras estudiadas a otros tipos de 
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estreses podrían justificar la ausencia de correlación observada en estos experimentos 
entre la resistencia a estrés térmico y la viabilidad tras la deshidratación.   
 
 
Figura I.13: Crecimiento en placa de YPD tras ser cultivadas en medio YPD líquido durante 24 horas. Se 
sembraron diferentes diluciones a partir de cultivos ajustados a DO600 1.0 y se incubaron a 30
oC, 34oC y 
37oC durante 24 horas. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. 
Con asterisco (*) están marcadas las cepas con fenotipos más sensibles a 37 oC respecto a T73. 
Cuando se analiza el crecimiento tras someter las células a un estrés por frío, a 12 oC 
(Figura I.14), también podemos clasificar las cepas en 3 grupos: 
1. Cepas que crecen mejor que T73: cepas no-Saccharomyces (excepto C. stellata), 
D128 (S. c.), D272 (S. b.) y PR6 (S. c. x S. b.). 
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2. Cepas que crecen igual que T73: D170, D301 y D22 (todas ellas S. cerevisiae). 
3. Cepas que crecen peor que T73: C. stellata, D18, D142 y D264 (todas ellas S. 
cerevisiae). 
 
 
Figura I.14: Crecimiento en placa de YPD tras ser cultivadas en medio YPD líquido durante 24 horas. Se 
sembraron diferentes diluciones a partir de cultivos ajustados a DO600 1.0 y se incubaron a 12
oC durante 
6 días. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas del género no-Saccharomyces. 
Para la interpretación de estos resultados y los posteriores, hay que tener en cuenta 
que el primer grupo está constituído por cepas adaptadas al frío y por lo que la 
actividad de sus enzimas y la fluidez de su membrana se encuentran adaptadas a bajas 
temperaturas. De hecho, este rasgo podría  explicar el bajo rendimento en biomasa y 
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la baja capacidad fermentativa a 30 oC así como la mayor sensibilidad a la 
deshidratación de P. fermentans y de las cepas del género Hanseniaspora. Sin 
embargo, esta característica no explicaría la baja sensibilidad a la deshidratación y la 
alta capacidad fermentativa de T. delbrueckii, que sí podría estar relacionada con su 
osmoresistencia y acumulación de metabolitos protectores, como el glutatión y la 
trehalosa, como se verá en los siguientes apartados. 
1.2.7.2 Respuesta a estrés osmótico 
Como se detalla en el apartado 2.5.2 de la Metodología, se realizaron dos tipos de 
experimentos para determinar la respuesta a estrés osmótico: 
A. Recuperación tras exposición a NaCl y sorbitol. 
B. Crecimiento en presencia de NaCl y sorbitol. 
La elección de ambos compuestos se debe a que causan dos tipos de estreses 
diferentes. El sorbitol provoca un estrés osmótico al reducir el potencial hídrico del 
ambiente. La respuesta inmediata es una salida de agua intracelular concentrando los 
iones y biomoléculas intracelulares dando como resultado una disminuación en la 
actividad celular. Por otro lado el NaCl, no sólo causa un estrés osmótico similar al 
generado por el sorbitol, sino también un estrés iónico. El estrés iónico, a su vez, 
deriva en una toxicidad dependiente del tipo de ión y de su concentración. En este 
caso, incluso a baja concentración, el ión Na+ interacciona específicamente en sitios 
activos de las proteínas afectando a su función.  
En general, todas las cepas mostraron una buena recuperación tras un estrés osmótico 
moderado de 1.2 M NaCl o 0.9 M sorbitol (datos no mostrados), de manera que se 
aumentó la concentración de ambos compuestos 3 veces y se repitió el experimento 
(Figura I.15). Se puede observar que todas las cepas, excepto T. delbrueckii, mostraron 
una buena recuperación tras un estrés de 1 hora en sorbitol 2.7 M aunque la cepa 
D128 (S. c.) y P. fermentans tendrían una recuperación moderada. Respecto al estrés 
por NaCl 3.6 M, todas las cepas mostraron una buena recuperación excepto: D128 (S. 
c.), D142 (S. c.), D170 (S. c.) y P. fermentans, con recuperación moderada. Por lo tanto, 
todas las cepas analizadas, a excepción de la cepa de T. delbrueckii, se recuperan 
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fácilmente tras un estrés osmótico exógeno de 1 hora no hallando diferencias 
significativas entre ellas.  
 
 
Figura I.15: Crecimiento en placa de YPD. Cultivos de 24 horas en YPD fueron sometidos a un estrés 
exógeno de 1 hora de 3.6 M de NaCl o 2.7 M Sorbitol en medio líquido YPD. Se sembraron diferentes 
diluciones a partir de cultivos ajustados a DO600 1.0 y se incubaron a 30
oC durante 24 horas. Panel A: 
Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. 
En base a los resultados obtenidos en los experimentos de recuperación tras el estrés 
osmótico, se decidió ampliar el estudio al análisis del crecimiento en placa en 
presencia de NaCl y Sorbitol. 
En general, todas las cepas reducen su crecimiento en presencia de NaCl (Figura I.16) 
en comparación a su control en medio YPD, aunque todas ellas, excepto D142 y H. 
osmophila, crecen de forma similar a 0.7 M NaCl (estrés moderado). En cambio, sí 
podemos determinar diferencias entre cepas cuando se someten a un estrés más 
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severo, de 1.2 M NaCl, pudiendo ordenar las cepas de más a menos resistentes a NaCl: 
T. delbrueckii (D291) > D272 > D301 > PR6 > D264 > D170 > D128 > D22 > T73 > D18 > 
D142 ≥ cepas no-Saccharomyces restantes. 
 
 
Figura I.16: Crecimiento en placas de YPD suplementadas con 0.7 M y 1.2 M de NaCl tras ser cultivadas 
en medio YPD líquido durante 24 horas. Se sembraron diferentes diluciones a partir de cultivos 
ajustados a DO600 1.0 y se incubaron a 30
oC durante 3 días. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. 
Panel B: Cepas no-Saccharomyces. 
En cuanto al estrés en presencia de sorbitol, en general, las cepas del género 
Saccharomyces (Figura I.17A)  presentaron un buen crecimiento tanto a 0.9 M  como a 
1.5 M de sorbitol no pudiendo hallar diferencias fenotípicas entre cepas. En cuanto a 
las cepas no-Saccharomyces (Figura I.17B), se observó una ligera reducción de su 
Resultados y desarrollo argumental                                                                               Capítulo I 
 
126 
crecimiento en presencia de sorbitol, excepto en los casos de H. guilliermondii y T. 
delbrueckii. 
 
 
 
Figura I.17: Crecimiento en placas de YPD suplementadas con 0.9 M y 1.5 M de Sorbitol tras ser 
cultivadas en medio YPD líquido durante 24 horas. Se sembraron diferentes diluciones a partir de 
cultivos ajustados a DO600 1.0 y se incubaron a 30
oC durante 3 días. Panel A: Cepas del género 
Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. 
1.2.7.3 Respuesta a estrés oxidativo 
Igual que en el estrés osmótico, se llevaron a cabo dos tipos de experimentos: 
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A. Recuperación frente a estrés oxidativo: adición de H2O2 5 mM durante 1 hora 
en medio de YPD líquido. 
B. Crecimiento en presencia de estrés oxidativo: crecimiento en placas de YPD con 
concentraciones de H2O2 de 2.5 mM y 3.5 mM. 
 
En ambos experimentos, las cepas se incubaron a 30 oC durante 24 horas excepto, PR6 
(S. c. x S. u.) y D272 (S. b.) que se incubaron durante 48 horas. Cada cepa se compara 
con la cepa control (T73) sometida a las mismas condiciones. 
En cuanto a los experimentos de recuperación, en general las cepas se recuperan ante 
un estrés oxidativo inducido durante 1 h en presencia de H2O2 5 mM excepto las cepas 
D128 (S. c.), D272 (S. b.), D301 (S. c.), T. delbrueckii (D291), P. fermentans y H. 
osmophila que mostraron baja recuperación (Figura I.18). La comparación de estos 
datos de resistencia a estrés oxidativo con los resultados de los experimentos de 
producción de biomasa permite concluir que las levaduras que crecen mal en melaza 
coinciden con las que se recuperan peor después de un estrés oxidativo inducido. 
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Figura I.18: Crecimiento en placa de YPD. Cultivos de 24 horas en YPD fueron sometidos a un estrés 
exógeno de 1 hora de 5 mM de H2O2 en medio líquido YPD. Se sembraron diferentes diluciones a partir 
de cultivos ajustados a DO600 1.0 y se incubaron a 30
oC durante 24 horas. Panel A: Cepas del género 
Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. 
En cuanto al crecimiento en presencia de un estrés inducido por H2O2 2.5 mM y 3.5 
mM (Figura. I.19), las cepas más afectadas por el estrés fueron: D128 (S. c.), D170 (S. 
c.), D272 (S. b.), D301 (S. c.) y PR6 (S. c. x S. u.), C. stellata y T. delbrueckii (D291). Estos 
resultados correlacionan con un bajo rendimiento en biomasa para las cepas D128, 
D272, D291 y PR6 (ver Figura I.4), hecho que podría deberse a una deficiente respuesta 
a estrés oxidativo. Por otro lado, la cepas del género Hanseniaspora (especialmente H. 
guilliermondii) mostraron una elevada resistencia a 3.5 mM de H2O2. Como se muestra 
en el siguiente capítulo, las cepas del género Hanseniaspora poseen una baja actividad 
catalasa, superóxido dismutasa y glutatión reductasa dando lugar a una respuesta a 
estrés oxidativo deficiente. Estudios recientes (Hasanuzzaman et al., 2011; Assunçao et 
al., 2015)  han mostrado que diferentes cepas vínicas, entre ellas Hanseniaspora 
guilliermondii y H. uvarum, presentan resistencia al peróxido de hidrógeno por una 
mayor actividad del enzima ascorbato peroxidasa (APX), la cual participa en el primer 
paso de detoxificación del H2O2 del ciclo ascorbato-glutatión. Por lo tanto, la mayor 
resistencia observada en los goteos para estas cepas podría deberse a una 
detoxificación más eficiente del H2O2 vía ascorbato-glutatión. 
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Figura I.19: Crecimiento de YPD suplementadas con 2.5 mM y 3.5 mM de H2O2 tras ser cultivadas en 
medio YPD líquido durante 24 horas. Se sembraron diferentes diluciones a partir de cultivos ajustados a 
DO600 1.0 y se incubaron a 30
oC durante 24 horas. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: 
Cepas no-Saccharomyces. 
Todos los resultados de la caracterización fisiológica de las diferentes cepas se 
muestran de forma cualitativa y resumida en las tablas  I.3 y I.4 que recogen todos los 
parámetros analizados con el fin de ayudar en la identificación de perfiles 
característicos que puedan explicar las diferencias observadas entre las distintas cepas. 
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Tabla I.3. Tabla resumen de los parámetros fisiológicos analizados para las  cepas del género 
Saccharomyces. Los resultados están referenciados respecto la cepa control T73, siendo: (-) 
comportamiento igual a T73; (↑) mejor a T73; (↓) peor a T73. 
 
Con flechas en rojo se indican los parámetros que en cada cepa resultan perjudiciales para la producción 
de LSA y para la fermentación del mosto a 26 oC. Con flechas en verde se indican los parámetros que en 
cada cepa resultan beneficiosos. RECUP (experimento de recuperación tras un estrés exógeno) CREC 
(experimento de crecimiento en presencia de un estrés exógeno). 
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Tabla I.4. Tabla resumen de los parámetros fisiológicos analizados para las  cepas del género no-
Saccharomyces. Los resultados están referenciados respecto la cepa control T73, siendo: (-) 
comportamiento igual a T73; (↑) mejor a T73; (↓) peor a T73. 
 
Con flechas en rojo se indican los parámetros que en cada cepa resultan perjudiciales para la producción 
de LSA y para la fermentación del mosto a 26 oC. Con flechas en verde se indican los parámetros que en 
cada cepa resultan beneficiosos. RECUP (experimento de recuperación tras un estrés exógeno) CREC 
(experimento de crecimiento en presencia de un estrés exógeno). 
Teniendo en cuenta todos los resultados mostrados en las dos tablas, resulta 
biotecnológicamente interesante la mejora de la producción de levadura seca activa de 
las siguientes cepas: 
 PR6 (S. cerevisiae x S. uvarum), D291 (T. delbrueckii) y D272 (S. bayanus var. 
uvarum). Hemos observado que estas cepas resisten el estrés por frío, por lo 
que pueden utilizarse en fermentaciones a bajas temperaturas y resisten mejor 
el estrés osmótico que está asociado a la inoculación del mosto. Además 
poseen una poseen una capacidad fermentativa similar a S. cerevisiae aunque 
producen menos etanol con lo que podrían utilizarse en la producción de vinos 
con bajo contenido alcohólico. Sin embargo presentan un mal crecimiento en 
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los diferentes medios ensayados de manera que resulta interesante poder 
mejorar su propagación en dichos medios.  
 D128 (S. cerevisiae). Está adaptada al frío pudiéndose utilizar en 
fermentaciones a baja temperatura pero tiene un bajo rendimiento en biomasa 
en melaza. 
 Restantes cepas no-Saccharomyces. Tienen baja capacidad fermentativa, una 
alta sensibilidad a la deshidratación y bajo rendimiento en biomasa (excepto C. 
stella); pero existe un creciente interés en su uso en cultivos iniciadores mixtos 
con el fin de mejorar el comportamiento fermentativo de las levaduras 
utilizadas como cultivos iniciadores y la composición analítica del vino, o dar 
lugar a una mayor complejidad del aroma. 
Los resultados de caracterización fisiológica de las diferentes cepas de levadura 
obtenidos en este capítulo, así como estudios previos realizados por otros autores, 
permiten concluir que el estrés osmótico y especialmente el estrés oxidativo son las 
principales condiciones adversas que las levaduras perciben durante el proceso de 
producción de levadura seca activa (Perez-Torrado et al., 2005; Landolfo et al., 2008; 
Gómez-Pastor et al., 2010a). Además, una mejora en la respuesta a estrés oxidativo 
proporciona un aumento en la capacidad fermentativa en la biomasa obtenida al final 
del proceso (Gomez-Pastor et al., 2010b; Gomez-Pastor et al., 2010c; Gómez-Pastor et 
al., 2012a). Por ello, en el siguiente capítulo se desarrolla la caracterización molecular 
de la respuesta a estrés oxidativo de las cepas en estudio con el fin de hallar una 
relación entre el comportamiento fisiológico y su respuesta a estrés oxidativo que, a su 
vez, permita identificar marcadores de estrés oxidativo que  aporten información para 
la mejora biotecnológica de todas aquellas cepas de levadura que presenten 
problemas en su producción industrial.  
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II. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LA RESISTENCIA A 
ESTRÉS OXIDATIVO DE LEVADURAS VÍNICAS 
INDUSTRIALES  
Como ya se ha comentado en la Introducción, bajo un estrés oxidativo, varios genes 
relacionados con actividades enzimáticas antioxidantes son inducidos. Catalasas, 
superóxido dismutasas y peroxidasas son cruciales para reducir la presencia de ROS. 
Además de estos detoxificadores enzimáticos, otras proteínas, tales como 
tiorredoxinas y glutarredoxinas, participan en la protección frente al daño oxidativo 
reparando  proteínas modificadas químicamente o modulando el estado redox de los 
grupos sulfhidrilo de las proteínas. A pesar de la presencia de estas respuestas 
adaptativas al estrés oxidativo, la acumulación de ROS puede exceder a la capacidad 
preventiva de las defensas antioxidantes y causar daños en la estructura y función de 
componentes celulares tales como ácidos nucleicos, carbohidratos, lípidos o proteínas.  
Por lo tanto, debido a la importancia del estrés oxidativo durante la producción de 
levadura seca activa decidimos analizar una serie de marcadores de estrés oxidativo: 
actividades enzimáticas antioxidantes (catalasa, glutatión reductasa, superóxido 
dismutasa); metabolitos protectores (trehalosa, GSH); marcadores génicos y daños 
celulares en lípidos y proteínas; que explicasen el estado metabólico, fisiológico y 
genético de las cepas en estudio. 
2.1 DETERMINACIÓN DE ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS ANTIOXIDANTES 
En base a datos bibliográficos y a la experiencia previa del laboratorio se decidió 
determinar las actividades enzimáticas catalasa, superóxido dismutasa y glutatión 
reductasa en muestras repesentativas de distintos puntos a lo largo del proceso de 
producción LSA para obtener información sobre la respuesta al estrés oxidativo de las 
diferentes cepas (Figura II.1). 
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Figura II.1 Etapas de la producción de LSA, rehidratación e inoculación a nivel industrial y de la 
simulación a escala de laboratorio utilizada en este trabajo indicando los puntos de toma de muestras. 
2.1.1 Actividad catalasa 
En primer lugar se decidió realizar un análisis de la actividad catalasa en células 
cultivadas en medio YPD y tras ser sometidas a un estrés oxidativo por H2O2 en dicho 
medio (Figura II.2) para comprobar cómo responde dicha actividad al estrés oxidativo 
exógeno en las diferentes cepas. Puede observarse un incremento de la actividad 
catalasa al añadir H2O2 en todas las cepas Saccharomyces, salvo en el caso de las cepas 
D272 (S. b.) y D128 (S. c.) que presentaron una actividad muy baja y la cepa PR6 (S. c. x 
S. u.) en las que no se detectó actividad catalasa. Respecto de las cepas no-
Saccharomyces, existe mayor diversidad de resultados, no hallándose un 
comportamiento generalizado, y siendo destacable la altísima actividad encontrada 
para Candida stellata. 
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Figura II.2: Determinación de la actividad catalasa tras 12 horas de crecimiento en YPD y tras un estrés 
exógeno de 1 hora con 5 mM de H2O2. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-
Saccharomyces. Las barras de error corresponden a DT de tres experimentos independientes. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre las medias dentro de una misma cepa, con respecto a la 
situación control sin H2O2, están indicadas mediante un asterisco (* p <0.05). 
Posteriormente, se valoró la actividad catalasa de las células cultivadas en melaza 
suplementada (medio utilizado en la producción de la biomasa); de células 
deshidratadas y de células procedentes de un medio fermentativo (YPGF). 
Los resultados de actividad catalasa en los diferentes medios de crecimiento se 
recogen en la figura II.3. En general se observa un incremento en la actividad catalasa 
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en las células deshidratadas respecto al resto de medios analizados, lo que sugiere que 
en este punto del proceso podría existir un mayor estrés oxidativo. Además, aquellas 
cepas Saccharomyces que presentan mayor actividad catalasa en células 
deshidratadas, como lo son las cepas  D18, D170 y D301, son las que poseen mayor 
viabilidad tras la deshidratación sugiriendo que su capacidad de producir mayor 
inducción de la actividad catalasa mejora su respuesta frente al estrés oxidativo. En el 
resto de casos, una baja actividad catalasa correlaciona con una baja viabilidad tras la 
deshidratación, excepto para T. delbrueckii en la que no se observa esta correlación. 
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Figura II.3: Determinación de la actividad catalasa en las cuatro condiciones de interés: tras 24 horas de 
crecimiento en los medios YPD y melaza; en células deshidratadas y a las 6 horas tras inocular el medio 
YPGF con células deshidratadas. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-
Saccharomyces. Las barras de error corresponden a DT de tres experimentos independientes. Los grupos 
de medias que son estadísticamente diferentes entre sí dentro de cada cepa (p<0.05) están indicados 
con letras distintas. 
2.1.2 Actividad superóxido dismutasa 
La figura II.4  muestra el resultado de un zimograma tipo para la medida de la actividad 
SOD en células procedentes de cultivos en YPD, en melaza y en medio YPGF, donde 
puede observarse, en general, la presencia con diferente intensidad de las dos bandas 
características, ya descritas (Luk y Culotta, 2001), correspondientes a las isoformas 
Cu,Zn-SOD (Sod1p) y Mn-SOD (Sod2p).  
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Figura II.4: Actividad superóxido dismutasa (SOD) en diferentes cepas cultivadas en YPD,  medio melaza 
e YPGF. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. El procedimento 
de  identificación de ambas isoformas se describe en el Suplemento 1. La isoforma Sod2p está marcada 
con un punto verde y la isoforma Sod1p con un punto naranja. Se muestra un experimento tipo  de las 
tres réplicas biológicas realizadas. 
Resulta interesante observar que las cepas D128 (S. cerevisiae adaptada al frío), PR6 (S. 
cerevisiae x S. uvarum), D272 (S. bayanus var.uvarum) y las cepas no-Saccharomyces 
presentaron un patrón de bandas de SOD diferente al observado en las levaduras S. 
cerevisiae, patrón que no había sido descrito hasta el momento, y que corresponden a 
variantes de la actividad de Sod1p. El estudio en profundidad de este tipo de patrón 
electroforético de actividades SOD (Anexo) ha permitido diferenciar múltiples 
variantes de este enzima en otros tipos de levaduras, tanto del género Saccharomyces 
como de levaduras no-Saccharomyces (Gamero-Sandemetrio et al., 2013). 
En la figura II.5 y II.6 se representa la cuantificación de la actividad de Sod1p y Sod2p.  
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Figura II.5: Actividad superóxido dismutasa y western blot asociados a las isoformas Sod1p y Sod2  en las 
cepas del género Saccharomyces cultivadas en YPD,  medio melaza e YPGF. Los panales A (YPD), B 
(MELAZA) y C (YPGF) corresponden a la actividad de la isoforma Sod1p y los paneles D (YPD) y E 
(MELAZA) a la actividad Sod2p. Las imágenes de los geles del zimograma se analizaron utilizando el 
software Quantity One (BioRad). Los datos fueron normalizados respecto de la proteína total obtenida 
en los geles teñidos con azul coomassie y respecto de la cantidad de la proteína Sod específica 
determinada en los experimentos de western blot, que se muestran en la parte superior de cada panel. 
Los valores obtenidos fueron, finalmente, relativizados respecto de la actividad de la cepa control T73. 
Las barras de error corresponden a la DT de tres experimentos independientes. 
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Figura II.6: Actividad superóxido dismutasa y western blot asociados a a las isoformas Sod1p y Sod2p  en 
las cepas del género no-Saccharomyces cultivadas en YPD,  medio melaza e YPGF. Los paneles A (YPD), B 
(MELAZA) y C (YPGF) corresponden a la actividad de la isoforma Sod1p y los paneles D (YPD), E (MELAZA) 
y F (YPGF) a la actividad Sod2p. Las imágenes de los geles del zimograma se analizaron utilizando el 
software Quantity One (BioRad). Los datos fueron normalizados respecto de la proteína total obtenida 
en los geles teñidos con azul coomassie y respecto de la cantidad de la proteína Sod específica 
determinada en los experimentos de western blot que se muestran en la parte superior de cada panel. 
Los valores obtenidos fueron, finalmente, relativizados respecto de la actividad de nuestra la cepa 
control T73. Las barras de error corresponden a la DT de tres experimentos independientes. 
Según estos datos, la actividad de Sod1p sería la predominante en los tres medios, 
siendo mayor en medio melaza. Teniendo en cuenta la menor  actividad catalasa en el 
medio melaza que anteriormente hemos descrito (Figura II.3)  y los datos de glutatión 
que posteriormente se exponen en el apartado 2.2.2 (Figura II.12), se podría concluir 
que la detoxificación de las ROS generadas por el crecimiento en  medio melaza se 
debe principalmente a la actuación de enzimas como las peroxirredoxinas y los 
sistemas tiol-reducción dependientes de NADPH. La actividad Sod2p es baja en todos 
los medios siendo no detectable en YPGF para las cepas de S. cerevisiae, para T. 
delbrueckii y H. guilliermondii. Además, se puede observar una correlación inversa 
entra la actividad de Sod1p en medio melaza y la capacidad fermentativa, no 
existiendo correlación para la actividad sod2p. 
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2.1.3 Actividad glutatión reductasa 
Se midió la actividad GR en las cuatro condiciones de interés: medio YPD, medio 
melaza, células deshidratas y medio YPGF. Según se muestra en la figura II.7, la 
actividad glutatión reductasa es muy variable entre los diferentes medios y cepas 
analizadas. En general se observa un incremento de la actividad GR entre las células 
cultivadas en melaza y las células deshidratadas, lo que sugiere un aumento en el 
estrés oxidativo endógeno y que coincide también con un incremento en la actividad 
catalasa para la mayoría de las cepas analizadas (Figura II.3). Además, la actividad GR 
fue mayor en YPGF en la mayoría de las cepas respecto al resto de medios, lo que 
indicaría una respuesta aún mayor al estrés oxidativo en estas condiciones. Sin 
embargo, las cepas PR6 (S. c. x S. u.), D272 (S. b.), T. delbrueckii (D291) y P. fermentans 
mostraron una actividad GR muy baja y similar en los tres medios lo que podría indicar 
una respuesta deficiente al estrés oxidativo, que resulta consistente con su deficiente 
comportamiento en la producción de LSA.  
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Figura II.7: Determinación de la actividad glutatión reductasa en las cuatro condiciones de interés: tras 
24 horas de crecimiento en los medios YPD y melaza; en células deshidratadas y a las 6 horas tras 
inocular el medio YPGF con células deshidratadas. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: 
Cepas no-Saccharomyces. Las barras de error corresponden a la DT de tres experimentos 
independientes. Los grupos de medias que son estadísticamente diferentes entre sí dentro de cada cepa 
(p<0.05) están indicados con letras distintas. 
Para descartar que la mayor actividad GR observada en YPGF fuera debido al estado 
del crecimiento en el que se recogen las células en este medio (fase exponencial tras 6 
horas de fermentación), se midió la actividad GR en diferentes etapas del crecimiento 
celular (fase exponencial y en fase estacionaria) en medio YPD para algunas cepas de 
referencia. Como se puede observar en la figura II.8, no existen diferencias 
significativas en la actividad GR entre fase exponencial y estacionaria. 
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Figura II.8: Determinación de la actividad glutatión reductasa en medio YPD en fase exponencial (6 h de 
crecimiento) y fase estacionaria (24 h de crecimiento). Las barras de error corresponden a la DT de tres 
experimentos independientes. 
2.2 DETERMINACIÓN DE METABOLITOS INTRACELULARES DE 
PROTECCIÓN FRENTE A ESTRÉS 
Además de los enzimas estudiados en el apartado anterior, también existen sistemas 
no enzimáticos de eliminación de ROS basados en moléculas de bajo peso molecular, 
por lo que se procedió a la cuantificación de trehalosa y de glutatión como 
representantes de este tipo de protectores frente al daño oxidativo, en las mismas 
muestras descritas en el apartado anterior. 
2.2.1 Niveles de trehalosa 
En  la figura II.9 se observa una mayor acumulación de trehalosa en melaza respecto a 
YPD en todas las cepas analizadas, excepto en T. delbrueckii (D291) sin embargo no 
todas ellas mostraron un incremento adicional en la trehalosa acumulada en células 
deshidratadas. En general, aquellas cepas que presentaron este incremento adicional 
en los niveles de trehalosa en la LSA respecto a células frescas cultivadas en melaza 
fueron las que mostraron una menor pérdida de capacidad fermentativa tras el 
proceso de deshidratación, como es el caso de las cepas T73, D170, PR6, D18 y T. 
delbrueckii (D291) (ver figura I.9). Por otro lado, se observó una reducción generalizada 
en los niveles de dicho metabolito en células procedentes del crecimiento en medio 
YPGF. En general, las cepas no-Saccharomyces acumularon pequeñas cantidades de 
trehalosa en las cuatro condiciones, excepto C. stellata, con niveles de trehalosa algo 
más bajos que T73 en células frescas procedentes de melaza pero mucho más bajos en 
estado deshidratado, y T. delbrueckii, con elevados niveles en YPD y en estado 
deshidratado. 
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Figura II.9: Determinación de los niveles de trehalosa en las cuatro condiciones de interés: tras 24 horas 
de crecimiento en los medios YPD y melaza; en células deshidratadas y a las 6 horas tras inocular el 
medio YPGF con células deshidratadas. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-
Saccharomyces. Las barras de error corresponden a la DT de tres experimentos independientes. Los 
grupos de medias que son estadísticamente diferentes entre sí dentro de cada cepa (p<0.05) están 
indicados con letras distintas. 
2.2.2 Niveles de glutatión 
Como podemos observar en la figura II.10, no se obtuvieron diferencias importantes 
entre YPD y medio melaza salvo para las cepas D272 (S. b.) y PR6 (S. c x S. u.), las cuales 
presentaron peor rendimiento en biomasa en dicho medio. En cambio se observó, de 
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forma generalizada, un incremento en la cantidad de glutatión total en las células 
deshidratadas, parámetro que indica el aumento en el estrés oxidativo endógeno en 
dicha condición. Sin embargo, se observaron niveles más bajos en YPGF, que estaría 
relacionado con un menor estrés oxidativo endógeno en este medio. Destacar que las 
cepas no-Saccharomyces acumulan menor cantidad de glutatión total respecto a T73.  
 
 
Figura II.10: Determinación de los niveles de glutatión total en las cuatro condiciones de interés: tras 24 
horas de crecimiento en los medios YPD y melaza; en células deshidratadas y a las 6 horas tras inocular 
el medio YPGF con células deshidratadas. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-
Saccharomyces. Las barras de error corresponden a la DT de tres experimentos independientes. Los 
grupos de medias que son estadísticamente diferentes entre sí dentro de cada cepa (p<0.05) están 
indicados con letras distintas. 
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En cuanto a los niveles de glutatión oxidado (GSSG) (Figura II.11), esto fueron similares 
entre el medio melaza e YPD en la mayoría de las cepas, excepto para D272 (S. b.), PR6 
(S. c. x S. u.) y H. guilliermondii donde se observó un incremento significativo de los 
niveles de GSSG en melaza, lo que sugiere un mayor estrés oxidativo en este medio 
que explicaría el bajo rendimiento en biomasa de dichas cepas. En general, los niveles 
de GSSG aumentan significativamente en las células deshidratadas, lo que indica de 
nuevo el aumento de estrés oxidativo en estas condiciones experimentales, mientras 
que son bajos en YPGF, lo cual es consistente con la mayor actividad GR observada en 
esas condiciones. Destacar que las cepas D170 y T. delbrueckii presentaron los 
menores niveles de GSSG tras la deshidratación correlacionando con su elevada 
capacidad fermentativa. 
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Figura II.11: Determinación de los niveles de GSSG en las cuatro condiciones de interés: tras 24 horas de 
crecimiento en los medios YPD y melaza; en células deshidratadas y a las 6 horas tras inocular el medio 
YPGF con células deshidratadas. . Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-
Saccharomyces. Las barras de error corresponden a la DT de tres experimentos independientes. Los 
grupos de medias que son estadísticamente diferentes entre sí dentro de cada cepa (p<0.05) están 
indicados con letras distintas. 
 
Si se analiza la proporción entre el glutatión reducido y el glutatión oxidado como la 
relación GSH/GSSG (Figura II.12) podemos observar un aumento en melaza, excepto 
para D272 (S. b.) y PR6 (S. c. x S. u.) indicando un mayor estrés oxidativo para estas 
cepas. Concretamente, C. stellata presenta el mayor ratio en melaza lo cual podría 
explicar su alto rendimiento en biomasa. En T. delbrueckii (D291) el mayor ratio se 
observa en YPGF lo cual indicaría una mejor respuesta al estrés oxidativo, lo que 
correlacionaría con su buena capacidad fermentativa en este medio. En este mismo 
medio, P. fermentans y H. osmophila también presentan ratios elevados pero en 
cambio tienen una mala capacidad fermentativa, probablemente asociada a su baja 
viabilidad tras la deshidratación. 
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Figura II.12: Determinación de la relación GSH/GSSG en las cuatro condiciones de interés: tras 24 horas 
de crecimiento en los medios YPD y melaza; en células deshidratadas y a las 6 horas tras inocular el 
medio YPGF con células deshidratadas. Panel A: Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-
Saccharomyces. Las barras de error corresponden a la DT de tres experimentos independientes. Los 
grupos de medias que son estadísticamente diferentes entre sí dentro de cada cepa (p<0.05) están 
indicados con letras distintas. 
2.3 ANÁLISIS DE MARCADORES GÉNICOS DE ESTRÉS  
Los análisis de expresión de genes marcadores de estrés han sido útiles para la 
caracterización del comportamiento de cepas vínicas de S. cerevisiae en procesos 
industriales en trabajos previos de nuestro grupo, por lo que se decidió analizar el 
perfil transcripcional de ciertos genes relacionados con la respuesta a distintos tipos de 
estrés, tales como: genes relacionados con el sistema de defensa antioxidante 
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glutatión-glutarredoxina GSH1 (γ-glutamilcisteina sintetasa), GRX5 (glutarredoxina 
mitocondrial), GRX2 (glutarredoxina citoplasmática), GLR1 (glutatión reductasa) y GPX2 
(glutatión peroxidasa); genes relacionados con el sistema de defensa antioxidante 
tiorredoxina TSA1 (tiorredoxina peroxidasa citoplasmática); TRX2 (tiorredoxina 
citoplasmática) y TRR1 (tiorredoxina reductasa citoplasmática). En base a datos 
bibliográficos, también se analizó la expresión de los genes: HSP90 y HSP70 como 
marcadores de estrés térmico, STF2 marcador de estrés por desecación y HSP12 como 
marcador de estrés general. 
Los análisis de expresión génica se llevaron a cabo únicamente en las cepas del género 
Saccharomyces, para las que se dispone de la secuencia completa de su genoma, y en 
los cuatro puntos de interés del proceso industrial: tras 24h de crecimiento en medio 
YPD, 24h en medio melaza, en células deshidratadas y tras 6h de fermentación en 
medio YPGF. Sin embargo, solo pudo detectarse el mRNA de los genes analizados en 
las muestras frescas procedentes de cultivo en YPD y en melaza, probablemente 
debido a la calidad de las muestras deshidratadas y a la pequeña cantidad de muestra 
disponible en el caso de los cultivos en YPGF. Dado que en estos casos si que es 
detectable la actividad de algunos enzimas, como la glutatión reductasa (Figura II.7), 
no se puede descartar que la no detección de mRNAs se deba a efectos reguladores 
sobre su estabilidad y vida media de los mismos o a bloqueo de la transcripción. 
Como puede observarse en la figura II.13 en los medios YPD y melaza se observan 
algunas diferencias en los niveles de mRNA de genes relacionados con el sistema de 
defensa antioxidante tiorredoxina (TSA1 y TRR1) y en la síntesis de glutatión reducido 
(GSH1 y GLR1). Aunque no se pudo detectar estos mRNAs en células deshidratadas y 
cultivadas en el medio YPGF, sí que fue posible detectar, al menos, la actividad GR 
codificada por GLR1, tanto tras la deshidratación como durante la fermentación del 
medio YPGF (apartado 2.1.3). Además, la imposibilidad de detección de los mRNAs de 
los genes (HSP90, TRX2, HSP70, GRX2, GRX5, GPX2 y STF2) concuerda con datos 
previos de nuestro grupo obtenidos al analizar LSA comercial por PCR cuantitativa 
(Garre et al., 2010). También es sabido, que algunos de estos genes solo se expresan 
en etapas tempranas de la producción de levadura seca activa (Pérez-Torrado et al., 
2005; Pérez-Torrado et al., 2009). 
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Figura II.13: Análisis mediante Northern blot de la expresión de genes marcadores de respuesta a estrés 
oxidativo tras 24 h de crecimiento en medio YPD y en medio melaza para las cepas del género 
Saccharomyces.  
A pesar de la utilidad general del análisis de la transcripción para la caracterización de 
los estados fisiológicos, observada en muchos estudios llevados a cabo en condiciones 
industriales (Pérez-Torrado et al., 2005; Rossignol et al., 2006; Pérez-Torrado et al., 
2009; Garre et al., 2010), en nuestro caso, no ha resultado una herramienta útil que 
permita predecir el comportamiento adecuado o no de una cepa de levadura vínica 
tras el proceso de producción de LSA.  
2.4 ANÁLISIS DE DAÑOS CELULARES DE CARÁCTER OXIDATIVO 
El análisis de los daños celulares ocasionados por el estrés oxidativo permite evaluar 
aquellos puntos del proceso de producción de biomasa y deshidratación que pueden 
resultar más críticos para el estado fisiológico de las levaduras y puede aportar 
información para comprender las diferencias en capacidad fermentativa de las 
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diferentes cepas estudiadas. Se describen a continuación los datos obtenidos para los 
distintos tipos de daño analizados:  
2.4.1 Peroxidación de lípidos 
Previamente al estudio del nivel de peroxidación lipídica en las distintas cepas en las 
condiciones de interés tecnológico, se llevó un análisis de los niveles de peroxidación 
de lípidos en condiciones de estrés inducido por H2O2 en cada una de ellas, tal como se 
describe en el apartado 2.5.3 de la Metodología, obteniéndose los resultados que se 
muestran en la figura II.14. En general, todas las cepas mostraron un incremento en los 
niveles de peroxidación lipídica en presencia de estrés, siendo el incremento mayor en 
las cepas D272 (S. b.), PR6 (S. c. x S. u.) y P. fermentans. 
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Figura II.14: Niveles de peroxidación de lípidos tras 12 horas de crecimiento en medio YPD y tras 1 hora 
de exposición a 5 mM H2O2  expresado como pmol de malondialdehído (MDA)/ mg de células.  Panel A: 
Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas no-Saccharomyces. Las barras de error corresponden a 
la DT de tres experimentos independientes. Las diferencias estadísticamente significativas entre las 
medias dentro de una misma cepa, con respecto a la situación control sin H2O2, están indicadas 
mediante asteriscos (* p < 0.1; ** p <0.05). 
Una vez validada la utilidad de dicho parámetro como indicador de estrés en las cepas 
en estudio, se pasó a valorar el daño oxidativo asociado a la producción industrial de 
levadura, analizando dicho parámetro en células procedentes de los puntos interés: 
YPD, melaza, células deshidratadas e YPGF. Como se observa en la figura II.15, en 
células deshidratadas existe mayor grado de peroxidación de lípidos y, por tanto, 
mayor daño oxidativo, en concordancia con lo observado en los análisis anteriores de 
parámetros relacionados con la respuesta a estrés oxidativo: altos niveles de glutatión 
oxidado, de trehalosa, de actividad catalasa y de actividad glutatión reductasa. Sin 
embargo, no se observó relación entre los niveles de MDA y las diferencias de 
capacidad fermentativa entre las distintas cepas, si bien hay que tener en cuenta que 
el daño oxidativo sobre los lípidos observado en las células deshidratadas 
prácticamente no se observa cuando las células pasan a estar el cultivo en YPGF, 
condiciones en las que se ensaya la capacidad fermentativa. Probablemente, la 
recuperación de la actividad metabólica cuando las células secas se inoculan en el 
medio YPGF se deba a la aportación deproporciona los precursores necesarios para la 
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síntesis de ácidos grasos y otros lípidos que permiten la recuperación del daño 
oxidativo sobre este tipo de moléculas. 
 
 
Figura II.15: Niveles de peroxidación de lípidos tras 12 horas de crecimiento en medio YPD y tras 1 hora 
de exposición a 5 mM H2O2  expresado como pmol de malondialdehído (MDA)/ mg de células.  Panel A: 
Cepas del género Saccharomyces. Panel B: Cepas del género no-Saccharomyces. Las barras de error 
corresponden a la DT de tres experimentos independientes. Los grupos de medias que son 
estadísticamente diferentes entre sí dentro de cada cepa (p<0.05) están indicados con letras distintas. 
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2.4.2 Análisis de carbonilación de proteínas 
Como se ha comentado en la Introducción, existe una relación directa entre los niveles 
de TBARS y el grado de carbonilación de proteínas (CP), otro importante daño celular 
ocasionado por el estrés oxidativo. Por tanto, resulta esperable que en aquellas 
condiciones en las que se observa un incremento en los niveles de peroxidación 
lipídica, como ocurre durante la producción de levadura seca activa (LSA), se observe 
también un incremento en la oxidación proteica, elemento que puede resultar clave 
para explicar el fenotipo observado en las diferentes cepas, ya que se puede asociar 
con un mayor deterioro de las propiedades fisiológicas de la LSA producida. 
Como en análisis anteriores, se llevó a cabo el análisis del grado de carbonilación de 
proteínas en las cepas objeto de estudio en células procedentes de medio YPD, medio 
melaza, deshidratadas y medio fermentativo YPGF, tal como se describe en el apartado 
4.2.1.2 de la Metodología. 
En la figura II.16 se muestran los resultados en las cuatro condiciones ensayadas para 
las cepas del género Saccharomyces. Se observan pequeñas diferencias en el grado de 
carbonilación basal en medio YPD entre las cepas analizadas, siendo este más bajo en 
el caso de la cepa control T73 y ligeramente más alto en las cepas D264 (S. c.), D128 (S. 
c.) y D170 (S. c.), aunque esto no se traduce en diferencias apreciables en rendimiento 
en la producción de biomasa. Tanto en las células procedentes del cultivo en medio 
melaza como en las deshidratadas, se observa un nivel de carbonilación proteica 
mayor, especialmente en las células tras la deshidratación, indicando la presencia de  
estrés oxidativo asociado a la propagación de biomasa y a la deshidratación 
características del proceso de producción de LSA. Las cepas D170 (S. c.), D272 (S. b.) y 
PR6 (S. c. x S. u.) poseen los niveles más bajos de carbonilación en la biomasa 
deshidratada, en buena correlación con su mayor capacidad fermentativa. Finalmente, 
existe un descenso en el daño oxidativo de las proteínas en el medio YPGF aunque 
sigue siendo alta respecto del nivel basal en YPD, lo cual concuerda con la elevada 
carbonilación proteica global observada en las primeras 24 h del proceso de 
fermentación vínica (Landolfo et al., 2008). Nótese que las cepas D170 (S. c.), D272 (S. 
b.) y PR6 (S. c. x S. u.), de nuevo, presentan el mayor descenso en carbonilación y que 
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en las cepas D301 (S. c.), D142 (S. c.) y D128 (S. c.) no existe tal descenso, de forma 
consistente con su mayor y menor capacidad fermentativa, respectivamente. Teniendo 
en cuenta que el proceso de carbonilación primaria es un proceso reversible que 
media el mecanismo de señalización de ROS (Wong et al., 2012; Wong et al., 2013); el 
descenso de los niveles de carbonilación en el medio YPGF correlacionaría con una 
reducción del estrés oxidativo respecto al proceso de deshidratación como lo indican 
también la menor peroxidación lípidica (Figura II.15) o los mayores niveles de GSH 
(Figura II.12). 
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Figura II.16: Carbonilación de proteínas en cepas del género Saccharomyces en las cuatro condiciones 
de interés: tras 24 horas de crecimiento en los medios YPD y melaza; en células deshidratadas y a las 6 
horas tras inocular el medio YPGF con células deshidratadas. Panel A. Western blots. Panel B. El 
contenido de proteínas carboniladas se cuantificó por análisis de imagen y los datos obtenidos (Ci) 
fueron normalizados respecto la cantidad de proteína total obtenida por tinción coomassie de las 
membranas (Pi). Las barras de error corresponden a la DT de tres experimentos independientes. Los 
grupos de medias que son estadísticamente diferentes entre sí dentro de cada cepa (p<0.05) están 
indicados con letras distintas. 
Dado que el mayor grado de carbonilación proteica se observa durante la producción 
de biomasa y la deshidratación, se llevó a cabo el análisis de dicha carbonilación en 
medio melaza y en LSA para las cepas del genéro no-Saccharomyces (Figura II.17). 
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Figura II.17: Niveles de carbonilación de proteínas en cepas no-Saccharomyces tras 24 horas de 
crecimiento en medio melaza y en células deshidratadas. Panel A. Western blot (arriba) y tinción 
coomassie (abajo). Panel B. Contenido de proteínas carboniladas fue cuantificado por análisis de imagen 
y los datos (Ci) fueron normalizados respecto la cantidad de proteína total obtenida por tinción 
coomassie de las membranas (Pi). Las barras de error corresponden a DT de tres independiente 
experimentos. Los grupos de medias que son estadísticamente diferentes entre sí dentro de cada cepa 
(p<0.05) están indicados con (*). 
En este caso, observamos claramente el incremento de la carbonilación tras la 
deshidratación a excepción de la cepa H. osmophila correlacionándose con sus bajos 
niveles de peroxidación lípidica (Figura II.14B) y su alta resistencia al peróxido de 
hidrógeno (Figura I.18B). Como se ha descrito en el capítulo I, las cepas no-
Saccharomyces son malas fermentadoras con excepción de T. delbrueckii (D291), la 
cual presentó el menor incremento en la carbonilación tras la desecación 
correspondiéndose con un menor estrés oxidativo y con una mayor viabilidad de la 
LSA. También se comentó en el capítulo I, que las cepas cepas del género 
Hanseniaspora poseen una vía de detoxifación ascorbato-glutatión más eficiente por 
una mayor actividad del enzima ascorbato peroxidasa (Hasanuzzaman et al., 2011; 
Assunçao et al., 2015). Además, teniendo en cuenta nuestros datos, la cepa H. 
osmophila, tendría mayores niveles de eritroascorbato ofreciendo mayor protección 
frente al daño oxidativo (de Castro et al., 2013) aunque sería necesario una valoración 
de los niveles de este metabolito en las cepas del estudio. 
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A continuación se resume en las Tablas II.1 y II. 2, el conjunto de los datos obtenidos 
para los diferentes marcadores de estrés oxidativo estudiados. 
Tabla II.1. Tabla resumen de los parámetros bioquímicos analizados en las  cepas del género 
Saccharomyces. Los resultados se expresan como aumentos o disminuciones respecto de la 
cepa control T73, siendo: (-) valor igual a T73; (↑) valor mayor que T73; (↓) valor menor que 
T73. 
 
Con flechas en rojo se indican los parámetros que en cada cepa resultan perjudiciales para la producción 
de LSA y para la fermentación del mosto a 26 oC. Con flechas en verde se indican los parámetros que en 
cada cepa resultan beneficiosos. LSA (Levadura seca activa). 
Resultados y desarrollo argumental                                                                               Capítulo II 
 
163 
Tabla II.2. Tabla resumen de los parámetros bioquímicos analizados en las cepas no-
Saccharomyces. Los resultados se expresan como aumentos o disminuciones respecto de la 
cepa control T73, siendo: (-) valor igual a T73; (↑) valor mayor que T73; (↓) valor menor que 
T73; (0) no detectado. 
Con flechas en rojo se indican los parámetros que en cada cepa resultan perjudiciales para la producción 
de LSA y para la fermentación del mosto a 26 oC. Con flechas en verde se indican los parámetros que en 
cada cepa resultan beneficiosos. LSA (Levadura seca activa). 
En resumen, se ha caracterizado un total de 15 cepas de levadura con interés 
biotecnológico para su producción como LSA y, en base a los resultados obtenidos, se 
han identificado algunas cepas con propiedades deseables y comportamientos incluso 
más adecuados que la cepa modelo T73. 
 La cepa D170 (S. cerevisiae) tiene un rendimiento en biomasa similar a T73 y 
presenta mejor capacidad fermentativa tanto en células frescas como en 
deshidratadas, así como menor sensibilidad a la deshidratación. Los parámetros 
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que definen estas características fisiológicas serían la elevada actividad catalasa 
y superóxido dismutasa en medio melaza, elevados niveles de trehalosa en 
medio melaza que contribuiría a paliar el estrés oxidativo asociado a este 
medio, y bajo nivel de glutatión oxidado, traduciéndose todo ello en un buen 
rendimiento en biomasa. La elevada actividad glutatión reductasa, los altos 
niveles de trehalosa en las células deshidratadas y los bajos niveles de 
peroxidacion de lípidos explicarían su baja sensibilidad a la deshidratación, 
asociada a su más eficiente respuesta a estrés oxidativo. Por lo tanto, la 
respuesta a estrés oxidativo es clave para el rendimiento en biomasa y la 
resistencia a la deshidratación. 
En base a los resultados obtenidos, hay otras cepas que presentan una buena 
capacidad fermentativa pero muestran problemas en la propagación de biomasa y una 
deficiente respuesta al estrés oxidativo, como son las cepas PR6, D272, D291 y D18.  
 Las cepas PR6 (S. cerevisiae x S.uvarum) y D272 (S. bayanus var. uvarum) 
poseen una capacidad fermentativa similar a T73 y crecen bien a 12 oC, lo que 
les otorga interés para fermentaciones a baja temperatura. Ambas presentan 
baja sensibilidad a la deshidratación, producen menor cantidad de etanol, son 
resistentes a estrés osmótico y son sensibles al estrés oxidativo. Sin embargo, 
en ambos casos presentan bajos rendimientos en biomasa, lo que puede 
deberse a una insuficiente respuesta y tolerancia a  estrés oxidativo, como lo 
indican los altos niveles de glutatión oxidado y peroxidación de lípidos y 
también los bajos niveles de catalasa y de glutatión reductasa. 
 El uso de T. delbrueckii (D291) es interesante, entre otros motivos, en la 
reducción del contenido de ácido acético en el vino (ver tabla 1 del apartado de 
Introducción). Al igual que PR6 y D272, posee una capacidad fermentativa 
similar a T73, baja sensibilidad a la deshidratación y produce menor cantidad 
de etanol, es resistente al estrés osmótico, es sensible al estrés oxidativo y es 
floculante. Sin embargo, posee un bajo rendimiento en biomasa. En este caso, 
podría deberse a una mala respuesta a estrés oxidativo debido a la baja 
actividad de los enzimas catalasa, superóxido dismutasa y glutatión reductasa, 
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así como al bajo contenido en trehalosa y al alto grado de peroxidación de 
lípidos. 
 La cepa D18 posee una buena capacidad fermentativa asociada a una baja 
sensibilidad a la deshidratación, probablemente relacionada con los altos 
niveles de trehalosa hallados en las células deshidratadas. Sin embargo, posee 
bajo rendimiento en la propagación de la biomasa en medio melaza, en 
relación con su sensibilidad al estrés oxidativo como indica la alta peroxidación 
de lípidos y  la actividad glutatión reductasa, los niveles bajos de trehalosa y de 
actividad catalasa. 
Por otro lado, se han observado cepas que a pesar de presentar buenos rendimientos 
en biomasa muestran una baja capacidad fermentativa, asociado también a una 
deficiente respuesta al estrés oxidativo, como son las levaduras D301, C. stellata y 
D128. 
 La cepa D301 (S. cerevisiae) presenta un buen rendimiento en la propagación 
de  biomasa que puede asociarse a un bajo estrés oxidativo, como lo indica los 
bajos niveles de glutatión oxidado y la mayor actividad de glutatión reductasa. 
Sin embargo, posee una baja capacidad fermentativa asociada a una alta 
sensibilidad a la deshidratación  debido a una baja respuesta al estrés oxidativo 
sufrido como lo indica la baja actividad catalasa y los bajos niveles de 
trehalosa.  
 La cepa D128 resulta de interés por ser una cepa de Saccharomyces cerevisiae 
adaptada al frío pero da un moderado rendimiento en biomasa y baja 
capacidad fermentativa asociada a su sensibilidad a la deshidratación. Ambos 
aspectos se asocian a un mayor estrés oxidativo sufrido por esta levadura.  Por 
un lado, durante la producción de biomasa en medio melaza, existen altos 
niveles de glutatión oxidado y peroxidación de lípidos, así como una baja 
actividad de los enzimas catalasa y superóxido dismutasa y bajos niveles de 
trehalosa. Por otro lado, en las células deshidratadas y en células procedentes 
del medio YPGF también existen altos niveles de glutatión oxidado y 
peroxidación de lípidos, así como una baja actividad de los enzimas catalasa y 
superóxido dismutasa y bajos niveles de trehalosa, además de una alta 
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actividad glutatión reductasa. En conjunto, todos estos datos explicarían una 
peor respuesta al estrés oxidativo de esta cepa. 
 El interés biotecnológico del uso de C. stellata radica en el aumento del 
contenido en glicerol y en la mejora del perfil aromático del vino (ver tabla 1 
del apartado de Introducción). Esta cepa da altos rendimientos en la 
propagación de la biomasa en melaza, de hecho son mayores que los de T73, 
puediendo asociarse a un bajo estrés oxidativo como lo indica los bajos niveles 
de glutatión oxidado y peroxidación de lípidos y la mayor actividad catalasa. 
Sin embargo, tiene una baja capacidad fermentativa que podría deberse al 
estrés oxidativo sufrido en el proceso de deshidratación, ya que observamos 
bajos niveles de trehalosa y de actividad GR en células deshidratadas que 
justificarían los altos niveles de GSSG y, como consecuencia, de peroxidación de 
lípidos y carbonilación de proteínas. En conjunto, explicaría la baja viabilidad 
tras el proceso de producción de LSA  y la baja capacidad fermentativa en el 
medio YPGF. 
Por último, tenemos cepas con bajos rendimientos en biomasa y baja capacidad 
fermentativa pero con elevado interés enológico como  P. fermentans y las cepas del 
género Hanseniaspora, que tienen efectos muy favorables sobre las propiedades 
sensoriales y fisico-químicas del vino, principalmente durante la maduración del vino 
(ver tabla 1 del apartado de Introducción). Ambos grupos son deficientes en la 
respuesta al estrés oxidativo, como lo reflejan los niveles bajos de trehalosa, la elevada 
inducción de la actividad catalasa tras la deshidratación y la baja actividad del enzima 
glutatión reductasa que explicarían los altos niveles de GSSG de la LSA. 
Tomando en conjunto todos los datos con el fin de hallar un patrón, y teniendo en 
cuenta la dificultad de unificar la respuesta fisiológica de todas las cepas, podemos 
concluir que la combinación de altos niveles de trehalosa, como se ha descrito 
previamente (França et al., 2007), bajos niveles de oxidado glutatión (GSSG), un alto 
nivel basal y la inducción adecuada de actividad de catalasa, y una alta inducción de la 
actividad glutatión reductasa después de la deshidratación correlacionan 
significativamente con bajos niveles de daño oxidativo macromolecular y una mayor 
capacidad fermentativa post-deshidratación. Estas correlaciones permiten proponer 
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los 4 parámetros bioquímicos mencionados como biomarcadores de estrés oxidativo 
fácilmente medibles que permiten seleccionar levaduras vínicas industriales con un 
interés potencial en la producción de LSA (Gamero-Sandemetrio et al., 2014) (Figura 
II.18). 
 
Figura II.18: Esquema de los parámetros bioquímicos que permiten seleccionar cepas vínicas con interés 
en la producción industrial de LSA.  
Resultados y desarrollo argumental                                                                               Capítulo III 
 
168 
III. COMPUESTOS QUÍMICOS ANTIOXIDANTES Y 
RESPUESTA A ESTRÉS OXIDATIVO ASOCIADO A LA 
PRODUCCIÓN DE LA LSA  
Como se ha comentado en la Introducción, la inoculación del mosto de uva con cepas 
vínicas seleccionadas es una práctica general en la elaboración del vino lo cual requiere 
de una producción de LSA estable durante un largo periodo de tiempo. Sin embargo, 
se ha demostrado en este trabajo, corroborando otros estudios (Pérez-Torrado et al., 
2009; Gómez-Pastor et al., 2010a; Garre et al., 2010), que dicho proceso de producción 
genera un importante estrés oxidativo sobre la biomasa producida debido, 
principalmente, al daño provocado por las ROS sobre las diferentes macromoléculas, 
que afecta a la vitalidad y viabilidad celular (França et al., 2007). En el Capítulo II se 
determinaron un conjunto de parámetros bioquímicos (nivel de glutatión oxidado y 
trehalosa, y actividades catalasa y glutatión reductasa) que medidos después de la 
deshidratación permiten predecir el comportamiento fermentativo y la vitalidad 
celular (Gamero-Sandemetrio et al., 2014), demostrando que aquellas cepas con una 
deficiente respuesta frente al estrés oxidativo durante la producción de LSA poseen 
peores rendimientos en biomasa y en fermentación. Por ello, tanto el análisis de los 
mecanismos de protección como posibles tratamientos protectores frente al estrés 
oxidativo, por ejemplo la utilización de antioxidantes naturales o de grado alimentario, 
podrían tener importantes implicaciones biotecnológicas en la producción de LSA. 
Como se comentó en la Introducción, existen diversos compuestos naturales con 
efectos antioxidantes tales como las vitaminas que han sido utilizadas por diversos 
estudios para mitigar el estrés oxidativo en levaduras de laboratorio, vínicas, 
panaderas, cerveceras, de sake  y en sistemas de biocontrol. A pesar de estos estudios, 
su uso biotecnológico en la industria de las fermentaciones alimentarias es escasa, por 
ello, en este capítulo se planteó determinar si las propiedades antioxidantes de esas 
moléculas químicamente puras pueden disminuir los efectos perjudiciales para la 
fermentación vínica que causa el estrés oxidativo asociado a la producción de LSA.
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3.1 SELECCIÓN DE MOLÉCULAS ANTIOXIDANTES CANDIDATAS A 
MEJORAR LA RESPUESTA A ESTRÉS OXIDATIVO 
Para comenzar el estudio del efecto de las moléculas antioxidantes se testaron 
diferentes concentraciones de una batería de compuestos antioxidantes químicamente 
puros (quercetina, ácido ascórbico, GSH, ergosterol, β-caroteno, ácido cafeico, glicina-
betaina, prolina, ácido oleico y resveratrol) con el fin de identificar aquellas moléculas 
que pudieran tener un efecto beneficioso sobre el rendimiento de la propagación de la 
biomasa en medio melaza. Para ello se realizaron experimentos de  microproducción 
en un volumen de melaza de 50 mL en matraz, añadiendo los distintos compuestos tal 
como se detalla en la tabla M3 de la Metodología.  
Las cepas usadas en este ensayo y el motivo de su selección (ver Capítulo I) se detallan 
en la Tabla III.1. La producción de biomasa para cada cepa obtenida tras su crecimiento 
en melaza suplementada con diferentes concentraciones de los antioxidantes 
anteriormente mencionados se recogen en la Tabla III.2. 
Tabla III.1. Cepas vínicas utilizadas en el tratamiento con antioxidantes. 
Especie Cepa Criterio de selección 
S. cerevisiae (S. c.) T73 Cepa vínica control 
 D18 Cepa vínica con un comportamiento similar a T73 
 D128 Cepa vínica adaptada al frío 
 D170 Cepa vínica con mejor capacidad fermentativa 
que T73 
 D301 Cepa vínica con mal rendimiento en biomasa 
S. bayanus var.uvarum (S. b.) D272 Cepa vínica adaptada al frío con buena capacidad 
fermentativa y mal rendimiento en biomasa. 
Híbrido   
     S. cerevisiae x S. bayanus var. 
uvarum (S. c. x S. u.) 
PR6 Cepa vínica híbrida adaptada al frío con buena 
capacidad fermentativa y mal rendimiento en 
biomasa. 
No-Saccharomyces Tienen bajo rendimiento en biomasa (excepto C. stellata), baja capacidad fermentativa 
(excepto T. delbrueckii) y una alta sensibilidad a la deshidratación 
      Candida stellata CECT 11108  
      Torulaspora delbrueckii D291  
      Pichia fermentans CECT 10064  
      Hanseniospora osmophila CECT 1474  
      Hanseniospora guilliermondii CECT 11027  
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Tabla III.2. Cantidad de biomasa obtenida (expresados como DO600) tras 24 horas de crecimiento en 
medio melaza para cada cepa y concentración utilizada de cada antioxidante. 
Cepa T73 D18 D128 D170 D301 D272 PR6 C.  s. T. d. P. f. H. o. H. g. 
Sin 
tratamiento 
19.42 
(±0.2) 
 
18.42 
(±0.2) 
16.6 
(±1.9) 
17.6 
(±0.2) 
17.7 
(±0.4) 
14.3 
(±1.2) 
13.2 
(±1.7) 
35.6 
(±1.3) 
11.7  
(±1.5) 
13.5   
(±1.7) 
14.8 
(±2.4) 
15.8        
(±0.5) 
Q
ue
rc
et
in
a 
(m
g/
m
L)
 
0.05 
15.7 
(±2.9) 
15.1 
(±2.3) 
25.4 
(±1.3) 
19.9 
(±1.1) 
19.2 
(±0.2) 
33.8 
(±0.8) 
17.1 
(±1.4) 
30.2 
(±1.6) 
13.8  
(±1.1) 
17.8   
(±1.4) 
16.2 
(±0.3) 
16.14     
(±1.5) 
0.10 
18.1 
(±1.2) 
24.8 
(±2.5) 
15.11 
(±1.1) 
19.6 
(±0.9) 
18.7 
(±0.7) 
19.5 
(±1.9) 
12.6 
(±0.9) 
30.7 
(±2.8) 
12.3  
(±3.1) 
17.4   
(±2.7) 
26.9 
(±0.6) 
15.1        
(±0.2) 
0.20 
34.1 
(±2.6) 
35.4 
(±0.8) 
35.1 
(±2.4) 
19.9 
(±1.3) 
18.2 
(±0.9) 
35.1 
(±1.5) 
13.4 
(±1.5) 
36.7 
(±0.3) 
38.4  
(±2.7) 
36.6   
(±1.7) 
35.1 
(±0.3) 
29.2        
(±1.7) 
A
. a
sc
ór
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co
 (µ
M
) 
5 
17.8 
(±2.9) 
19.1 
(±2.6) 
16.4 
(±2.7) 
16.15 
(±0.5) 
16.8 
(±0.7) 
16.7 
(±3.5) 
15.2 
(±1.8) 
32.1 
(±3.3) 
19.6  
(±1.5) 
13.8   
(±2.6) 
14.1 
(±3.4) 
12.9        
(±2.3) 
25 
25.1 
(±1.1) 
19.9 
(±2.8) 
13.9 
(±2.6) 
17.9 
(±0.3) 
18.24 
(±1.1) 
13.7 
(±1.8) 
14.9 
(±0.1) 
33.7 
(±3.1) 
19.7  
(±2.9) 
19.7   
(±2.9) 
13.7 
(±3.1) 
25.9        
(±1.3) 
50 
28.8 
(±2.1) 
23.3 
(±1.8) 
19.1 
(±0.5) 
18.2 
(±0.4) 
19.8 
(±0.1) 
18.9 
(±2.2) 
22.4 
(±2.2) 
36.7 
(±1.5) 
19.5   
(±1.6) 
28.3   
(±0.6) 
31.7 
(±1.1) 
27.8        
(±1.1) 
G
SH
 (m
M
) 
0.5 
22.5 
(±0.1) 
25.3 
(±2.2) 
27.1 
(±1.3) 
19.7 
(±1.6) 
18.9 
(±1.4) 
27.1 
(±0.4) 
25.9 
(±0.1) 
30.4 
(±2.0) 
29.5  
(±1.3) 
27.7 
(±1.03) 
30.5 
(±0.4) 
29.9        
(±0.5) 
5 
24.2 
(±2.7) 
27.2 
(±1.6) 
29.1 
(±1.5) 
22.1 
(±0.7) 
22.7 
(±0.2) 
27.2 
(±0.2) 
28.6 
(±0.5) 
30.4 
(±1.7) 
32.2  
(±3.4) 
30.3   
(±0.7) 
31.1 
(±0.6) 
29.9        
(±0.2) 
50 
24.3 
(±3.1) 
27.1 
(±0.1) 
28.3 
(±0.9) 
19.1 
(±0.1) 
18.8 
(±0.1) 
27.2 
(±0.9) 
27.5 
(±1.1) 
29.9 
(±0.5) 
29.3  
(±0.3) 
29.2   
(±1.2) 
30.8 
(±0.5) 
29.8        
(±0.2) 
Er
go
st
er
ol
 (m
g/
m
L)
 
3 
12.5 
(±2.4) 
14.3 
(±1.9) 
17.1 
(±3.2) 
18.2 
(±0.1) 
17.1 
(±1.1) 
14.7 
(±2.6) 
14.8 
(±2.4) 
15.2 
(±2.8) 
15.3  
(±2.9) 
14.5    
(±2.9) 
15.1 
(±2.5) 
16.3        
(±2.8) 
15 
13.1 
(±2.8) 
18.7 
(±0.9) 
17.1 
(±1.6) 
19.2 
(±0.4) 
18.9 
(±0.1) 
17.7 
(±1.5) 
19.6 
(±0.4) 
18.1 
(±1.4) 
17.9  
(±0.3) 
14.9    
(±0.3) 
15.9 
(±0.2) 
11.5        
(±2.4) 
75 
11.3 
(±2.6) 
12.1 
(±1.9) 
13.5 
(±2.7) 
18.1 
(±0.1) 
17.5 
(±0.5) 
15.5 
(±3.1) 
13.1 
(±2.4) 
15.6 
(±2.1) 
14.6  
(±0.9) 
15.9   
(±0.9) 
16.2 
(±1.3) 
15.6        
(±1.7) 
β
-C
ar
ot
en
o 
(µ
M
) 5 
10.7 
(±3.1) 
10.4 
(±1.4) 
14.8 
(±1.6) 
12.1 
(±0.5) 
11.4 
(±0.1) 
7.1 
(±0.7) 
8.7 
(±2.4) 
11.2 
(±1.0) 
6.1     
(±0.3) 
23.2   
(±2.4) 
8.9    
(±0.3) 
15.8        
(±3.1) 
25 
13.9 
(±0.3) 
12.4 
(±1.9) 
10.6 
(±2.3) 
13.2 
(±0.8) 
11.7 
(±0.4) 
6.1 
(±0.4) 
10.6 
(±1.1) 
10.6 
(±0.1) 
6.4     
(±0.1) 
12.2   
(±2.3) 
11.4 
(±0.1) 
10.3        
(±1.7) 
50 
10.5 
(±0.6) 
12.9 
(±1.6) 
13.2 
(±1.1) 
11.8 
(±0.4) 
11.3 
(±0.8) 
6.9 
(±1.2) 
13.6 
(±2.8) 
13.8 
(±0.8) 
7.2     
(±0.4) 
13.8   
(±0.7) 
13.8 
(±1.1) 
12.9        
(±1.4) 
A
. c
af
ei
co
 (µ
M
) 
5 
21.5 
(±1.6) 
13.8 
(±2.3) 
11.1 
(±2.9) 
12.9 
(±0.5) 
11.2 
(±0.3) 
10.8 
(±0.3) 
10.9 
(±1.9) 
17.8 
(±0.8) 
13.5  
(±0.2) 
14.9   
(±3.1) 
12.5 
(±1.9) 
15.3        
(±0.2) 
25 
19.1 
(±1.8) 
15.2 
(±0.6) 
17.1 
(±2.4) 
19.1 
(±0.7) 
17.1 
(±1.1) 
12.4 
(±0.2) 
10.8 
(±0.5) 
12.3 
(±1.2) 
14.6  
(±0.3) 
14.9   
(±0.1) 
15.5 
(±1.1) 
19.8        
(±1.2) 
50 
29.3 
(±0.6) 
29.3 
(±1.2) 
27.7 
(±2.6) 
20.9 
(±1.1) 
21.5 
(±0.4) 
15.1 
(±0.7) 
15.9 
(±2.5) 
16.9 
(±0.6) 
15.8  
(±0.7) 
17.1   
(±0.5) 
22.1 
(±0.5) 
25.3        
(±0.3) 
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Ce
pa
  
T73 D18 D128 D170 D301 D272 PR6 C.  s. T. d. P. f. H. o. H. g. 
G
ly
-b
et
ai
na
 (m
M
) 1 
18.1 
(±3.4) 
18.2 
(±0.2) 
16.2 
(±0.3) 
17.1 
(±0.7) 
17.6 
(±0.2) 
13.5 
(±1.4) 
12.5 
(±2.1) 
9.5 
(±1.1) 
35.2  
(±0.1) 
13.7   
(±1.1) 
11.6 
(±2.7) 
14.7        
(±0.9) 
5 
20.1 
(±2.6) 
20.3 
(±1.3) 
16.6 
(±2.5) 
17.6 
(±0.6) 
17.4 
(±0.4) 
13.9 
(±0.7) 
13.1 
(±2.7) 
11.3 
(±3.3) 
31.4   
(±1.1) 
12.7   
(±1.1) 
12.5 
(±1.6) 
15.1        
(±0.6) 
25 
20.1 
(±0.4) 
20.2 
(±0.4) 
17.5 
(±3.4) 
18.5 
(±0.6) 
18.8 
(±0.2) 
14.4 
(±0.2) 
13.4 
(±0.8) 
11.6 
(±1.8) 
36.7  
(±0.3) 
14.5   
(±0.5) 
14.1 
(±1.9) 
16.4        
(±1.7) 
L-
Pr
ol
in
a 
(m
M
) 
1 
12.1 
(±2.7) 
14.6 
(±1.6) 
9.3 
(±1.4) 
10.4 
(±1.5) 
8.7 
(±2.1) 
6.3 
(±0.5) 
8.1 
(±0.5) 
12.6 
(±2.9) 
5.1     
(±2.7) 
11.7   
(±1.2) 
12.9 
(±1.6) 
11.7        
(±1.4) 
5 
15.2 
(±1.9) 
10.9 
(±0.4) 
13.2 
(±0.1) 
11.3 
(±0.6) 
7.6 
(±0.2) 
8.4 
(±1.5) 
6.6 
(±2.6) 
6.6 
(±2.6) 
4.5     
(±0.3) 
4.5      
(±0.4) 
8.6    
(±0.7) 
11.7        
(±1.5) 
25 
9.3 
(±0.1) 
16.8 
(±4.5) 
14.7 
(±1.8) 
12.1 
(±0.3) 
11.3 
(±0.4) 
6.6 
(±0.7) 
12.2 
(±1.2) 
12.7 
(±2.3) 
2.4     
(±0.8) 
6.3      
(±1.1) 
6.8    
(±1.1) 
7.1          
(±1.4) 
A
. O
le
ic
o 
(m
g/
m
L)
 2 
27.8 
(±2.1) 
21.6 
(±3.6) 
20.1 
(±1.5) 
21.8 
(±0.3) 
20.5 
(±0.7) 
12.8 
(±1.1) 
22.8 
(±2.1) 
14.1 
(±0.3) 
8.4     
(±0.2) 
20.4    
(±1.2) 
18.6 
(±1.7) 
12.7        
(±1.4) 
6 
32.2 
(±2.7) 
27.3 
(±1.9) 
18.8 
(±0.7) 
23.1 
(±1.3) 
18.8 
(±0.9) 
13.5 
(±1.2) 
16.5 
(±0.8) 
23.3 
(±1.1) 
12.1  
(±1.3) 
24.7   
(±2.4) 
22.1 
(±1.6) 
13.5        
(±0.9) 
18 
24.1 
(±1.3) 
21.2 
(±0.8) 
15.2 
(±1.4) 
19.4 
(±1.1) 
18.6 
(±0.7) 
12.1 
(±1.2) 
13.1 
(±0.6) 
13.4 
(±1.2) 
6.8     
(±1.6) 
12.3   
(±1.7) 
12.2 
(±0.9) 
12.2        
(±0.9) 
R
es
ve
ra
tr
ol
 ( 
µ
g/
m
L)
 
2 
19.4 
(±2.7) 
16.2 
(±1.3) 
12.6 
(±3.1) 
16.3 
(±1.4) 
16.6 
(±0.9) 
14.5 
(±0.5) 
11.8 
(±1.4) 
20.3 
(±1.1) 
7.8     
(±0.9) 
9.9      
(±1.2) 
13.1 
(±2.1) 
11.6        
(±0.2) 
10 
18.7 
(±1.1) 
16.5 
(±2.7) 
14.4 
(±1.3) 
16.1 
(±1.7) 
17.2 
(±1.5) 
14.1 
(±1.4) 
12.9 
(±0.8) 
18.9 
(±1.1) 
8.1     
(±1.8) 
8.5      
(±0.9) 
13.5 
(±0.7) 
11.6        
(±1.3) 
50 
19.9 
(±3.1) 
16.6 
(±0.4) 
17.4 
(±0.9) 
15.5 
(±0.4) 
17.9 
(±0.2) 
15.1 
(±0.5) 
12.2 
(±0.3) 
20.3 
(±0.9) 
9.7     
(±1.1) 
12.6    
(±0.3) 
12.7 
(±1.7) 
18.9        
(±1.9) 
Las celdas coloreadas en azul indican tratamientos con los que se obtuvo mejores resultados para todas 
las cepas analizadas con un p_valor <0.05. Entre paréntesis, desviación típica (DT) de tres experimentos 
independientes. C. s. (Candida stellata); T. d. (Torulaspora delbrueckii); P. f. (Pichia fermentans); H. o. 
(Hanseniaspora osmophila); H. g. (Hanseniaspora guilliermondii). 
En base a los resultados de rendimiento en biomasa obtenidos en los experimentos de  
microproducción (Tabla III.2), se seleccionaron los siguientes antioxidantes y 
concentraciones para llevar a cabo producciones de LSA a escala de laboratorio: 
1. 0.20 mg/mL de quercetina 
2. 50 µM de ácido ascórbico 
3. 5 µM de ácido cafeico 
4. 6 mg/mL de ácido oleico 
5. 5 mM de GSH 
6. 25 mM de glicina-betaina como control negativo (sin efecto en el rendimiento 
en biomasa). 
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El resto de compuestos descritos como antioxidantes que no produjeron 
ningún efecto de mejora del rendimiento en el proceso de producción de 
biomasa, como el resveratrol, la prolina, el ergosterol y el β-caroteno, se 
descartaron para los análisis posteriores. 
Con el fin de comprobar la capacidad antioxidante de estos compuestos, se realizaron 
cinéticas de crecimiento de 4 cepas representativas (T73, PR6, C. stellata y H. 
osmophila) en medio melaza suplementada con los antioxidantes anteriormente 
mencionados y en presencia de un estrés oxidativo exógeno de 4 mM de H2O2. Las 
concentraciones para cada antioxidante utilizadas fueron: Quercetina (0.2; 0.4; 0.8; 4; 
8 mg/mL); oleico (6, 18, 24 mg/mL); ascórbico (0.05; 0.5; 1 mM); GSH (5, 25, 50 Mm) y 
cafeico (50, 250, 500 µM). En la figura III.1 se muestran los resultados de la cantidad de 
biomasa obtenida para aquella concentración que permitió revertir el efecto del estrés 
exógeno. 
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Figura III.1. Rendimientos en biomasa relativos a la condición de crecimiento en medio melaza. Las 
cepas se cultivaron en medio melaza durante 24 h a 30oC sin suplementar como condición control; en 
presencia de 4mM de H2O2 como estrés oxidativo exógeno; suplementada con distintas concentraciones 
de los antioxidantes: A. 8 mg/mL de Quercetina; B. 1mM ácido ascórbico C. 500µM ácido cafeico; D. 18 
mg/mL ácido oleico; E. 25 mM GSH y en presencia de 4mM de H2O2 y el antioxidante correspondiente.  
Posteriormente, se comprobó el efecto de mejora de la respuesta a estrés oxidativo 
mediante goteos en placas de melaza suplementada con la concentración del 
antioxidante seleccionada en base a los experimentos previos presentados y en 
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presencia de un estrés oxidativo exógeno de 4 mM de H2O2. El análisis se llevó a acabo 
en todas las cepas de estudio (excepto D170 y D301 para reducir el número de cepas S. 
cerevisiae en el experimento) (Figura III.2).  
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Figura III.2. Crecimiento de las distintas cepas en placas de melaza tras ser cultivadas en medio YPD 
líquido durante 24 horas. Se sembraron diferentes diluciones a partir de cultivos ajustados a DO600 1.0 y 
se incubaron a 30oC durante 48 horas. Los goteos en medio melaza sin suplementar se utilizaron como 
control y el crecimiento en presencia de 4 mM de H2O2 se usó como control del efecto del estrés 
oxidativo exógeno. Ambos tipos de placas fueron suplementadas con los siguientes antioxidantes: A. 8 
mg/mL quercetina, B. 1 mM ácido ascórbico, C. 25 mM GSH, D. 500 µM ácido cafeico.  
Como se puede observar en ambas figuras (III.1 y III.2), y de acuerdo con los resultados 
obtenidos en el apartado 1.2.7.3 del Capítulo I, prácticamente todas las cepas 
analizadas fueron incapaces de crecer en presencia de un estrés severo de 4 mM H2O2, 
a excepción C. stellata y H. osmophila. Los hongos patógenos, como el caso de Candida 
albicans, están expuestos a ROS cuando interactúan con las células fagocíticas del 
huésped ya que son la primera línea de defensa contra las infecciones fúngicas. Estos 
patógenos coordinan mecanismos enzimáticos (catalasas, superóxido dismutasas y 
peroxidasas, en el caso de C. albicans, principalmente, glutatión peroxidasas) y no 
enzimáticos (glutatión) para mantener la homeostasis redox dentro de la célula, 
resistir el estrés oxidativo y asegurar la supervivencia en el huésped (Miramón et al., 
2014). Aunque C. stellata no es un hongo patógeno, su mayor resistencia al estrés 
oxidativo podría explicarse por su proximidad filogenética a estas cepas patógenas 
como lo indica su alta actividad catalasa, superoxido dismutasa (Mn-SOD) y glutatión 
reductasa (ver capítulo II). Independientemente de la mayor o menor susceptibilidad al 
estrés de las cepas, podemos concluir que las moléculas antioxidantes seleccionadas 
revierten el efecto negativo sobre el crecimiento producido per el peróxido de 
hidrógeno, si bien no todas ellas con la misma eficiencia siendo más acusado el efecto 
protector en los casos del ácido ascórbico y del GSH y más moderado para la 
quercetina y el ácido cafeico. Las diferencias observadas en el grado de reversibilidad 
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de dicho efecto entre ambos ensayos podría deberse a la distinta disponibilidad del 
antioxidante entre el medio sólido y líquido. No se pudo realizar los goteos con ácido 
oleico debido a que este antioxidante permanecía en la superficie del medio sólido 
debido a su carácter hidrofóbico. 
3.2 ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA ADICIÓN DE ANTIOXIDANTES SOBRE LA 
PRODUCCIÓN DE BIOMASA, CAPACIDAD FERMENTATIVA Y DAÑO 
OXIDATIVO ASOCIADO A LA PRODUCCIÓN DE LSA. 
La cantidad de biomasa obtenida a escala de laboratorio en presencia de los 
antioxidantes seleccionados en el apartado anterior se detalla en la Tabla III.3. 
Además, en esta tabla se muestra el resultado del análisis ANOVA de 2 factores fijos 
(cepa y compuesto antioxidante) para la variable dependiente “producción de 
biomasa” determinando el efecto de los factores fijos sobre dicha variable. Como se 
puede observar, la adición de cualquiera de los tres ácidos (ascórbico, cafeico y oleico) 
mejora la producción de biomasa. Además, las cepas adaptadas al frio D128, D272, 
PR6 (Salvadó et al., 2012) y las cepas no-Saccharomyces (excepto C. stellata) también 
se vieron beneficiadas por la suplementación con quercetina. Los resultados con GSH 
fueron más variables, mejorando la producción de las cepas D128, PR6, C. stellata y de 
las dos especies de Hanseniaspora; y no mostrando ningún efecto sobre las cepas S. 
cerevisiae. 
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Tabla III.3. Cantidad de biomasa obtenida (DO600) en melaza suplementada con diferentes antioxidantes 
tras 24 horas de crecimiento. 
Cepa 
Control 
0.20 mg/mL 
Quercetina 
50 µM A. 
ascórbico 
5 µM A. cafeico 
6 mg/mL A. 
oleico 
5 mM GSH 
25 mM Gly-
Betaina 
DO 600 nm 
 
T73 18.42 (± 0.2) 20.71 (± 1.1) 27.03 (± 0.7) 28.43 (± 1.1) 33.36 (± 2.1) 20.19 (± 2.1) 19.01 (± 0.5) 
D18 16.64 (± 0.1) 22.94 (± 2.1) 28.81(± 1.1) 37.41 (± 0.1) 26.58 (± 0.7) 15.81 (± 3.1) 16.76 (± 1.9) 
D170 17.61 (± 0.2) 16.07 (± 0.6) 21.95 (± 0.6) 28.26 (± 0.1) 26.40 (± 1.1) 18.50 (± 0.4) 16.32 (± 0.1) 
D301 17.66 (± 0.4) 17.61 (± 0.1) 22.05 (± 0.1) 22.68 (± 0.1) 27.53 (± 1.1) 13.97 (± 0.1) 19.67 (± 0.9) 
D128 14.11 (± 0.1) 23.81 (± 0.1) 16.74 (± 0.2) 29.48 (± 0.1) 26.95 (± 2.1) 33.19 (± 2.6) 11.31 (± 2.1) 
D272 11.26 (± 0.2) 22.13 (± 0.3) 8.59 (± 1.2) 21.02 (± 0.2) 27.81 (± 1.9) 5.57 (± 1.9) 9.05 (± 0.1) 
PR6 13.72 (± 1.1) 24.71 (± 0.2) 23.81 (± 0.2) 30.94 (± 0.1) 48.62 (± 0.1) 24.67 (± 0.6) 8.64 (± 0.2) 
C. stellata 25.84 (± 0.4) 26.66 (± 0.8) 25.62 (± 1.1) 31.65 (± 1.0) 35.78 (± 1.1) 39.87  (± 0.9) 22.23 (0.6) 
T. delbrueckii 10.03 (± 0.8) 22.29 (± 0.5) 28.42 (± 1.0) 20.68 (± 1.1) 18.09 (± 2.1) 9.98 (± 0.5) 10.84 (± 0.7) 
P. 
fermentans 
 9.73 (± 0.2) 12.29 (± 0.6) 18.42 (± 2.1) 20.68 (± 2.1) 28.09 (± 0.8) 9.71 (± 0.6) 9.42 (± 0.9) 
H. osmophila 10.17 (± 1.1) 26.49 (± 0.9) 25.64 (± 0.6) 30.37 (± 0.4) 25.04 (± 2.1) 25.53 (± 0.8) 10.42 (± 0.6) 
H. 
guilliermondii 
9.52 (± 2.1) 18.17 (± 0.14) 24.3 (± 0.8) 25.67 (± 0.7) 30.66 (± 1.0) 17.46 (± 1.1) 9.53 (± 0.9) 
Los datos contenidos en las celdas destacadas fueron significativamente diferentes del control (melaza 
no suplementada) y del control negativo (melaza suplementada con Gly-Betaina ver apartado 3.1) para 
cada cepa con un p_valor < 0.05 (análisis ANOVA 2 factores; la representación gráfica se muestra en el 
apartado Análisis estadísiticos ANOVA Figura A.1). Entre paréntesis, desviación típica (DT) 
correspondiente a tres experimentos diferentes. 
Posteriormente, se llevó a cabo un análisis HSD (Honestly Significant Difference) Tukey 
para determinar las diferencias entre las moléculas antioxidantes utilizadas (Tabla III.4) 
sobre la producción de biomasa. En este análisis estadístico, se compara las medias de 
producción de biomasa para cada antioxidante sin tener en cuenta la cepa de estudio, 
agrupando aquellos antioxidantes cuyos efectos no son significativamente  diferentes 
(el nivel de significatividad para las medias agrupadas está indicado en la tabla como 
Sig.) Según este análisis todos los antioxidantes aumentan la producción de biomasa, 
Resultados y desarrollo argumental                                                                               Capítulo III 
 
178 
siendo diferentes entre sí y obteniéndose los mejores resultados con la 
suplementación con el ácido oleico (con una media de producción de 29.2750). 
Tabla III.4. Análisis HSD-Tukey con el software SPSS22.0 para la variable dependiente “Producción de 
Biomasa” y para el factor fijo “Antioxidante”. 
DHS de Tukeya,b 
Antioxidante N 
Subconjunto 
1 2 3 4 5 6 
Control 36 14,5644      
GSH 36  19,5364     
Quercetina 36   21,9453    
Ascórbico 36    23,4447   
Cafeico 36     27,2725  
Oleico 36      29,2750 
Sig.  1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.             
El término de error es la media cuadrática (Error) = 1,565. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 36,000  b. Alfa = 0,05.  
A continuación, se analizó el efecto de los diferentes antioxidantes sobre la capacidad 
fermentativa de la LSA producida (Tabla III.5). El efecto de los antioxidantes sobre la 
capacidad fermentativa es más complejo ya que es dependiente de cepa. A excepción 
de las cepas D18, D128 y P. fermentans que no mejoraron con ningún tratamiento, 
para el resto de cepas se obtuvo una variedad de efectos positivos que se describen a 
continuación: las cepas D272 (S. u.), PR6 (S. c. x S. u.), C. stellata y H. guilliermondii, 
aumentaron su capacidad fermentativa cuando la melaza se suplementó con el ácido 
ascórbico (incremento medio de 1.67 ± 0.27 veces) , cafeico (incremento medio de 
2.68 ± 1.12) u oleico (incremento medio de 2.39 ± 1.53); D301 la incrementó con los 
ácidos ascórbico (2.31 ± 0.88 veces) y oleico (2.18 ±0.12 veces); D170 con los ácidos 
cafeico (1.06 ± 0.06 veces) y oleico (1.15 ± 0.01 veces); H. osmophila con los ácidos 
ascórbico (3.04 ± 0.23 veces) y oleico (4.08 ± 0.93 veces) y con el GSH (2.81 ± 0.21 
veces) y la quercetina (1.87 ± 0.12 veces); T. delbrueckii con el ácido oleico (1.9 ± 0.26 
veces); y la cepa T73 con el ácido ascórbico (2.11 ± 0.12 veces) y la quercetina (1.42 ± 
0.33 veces). De nuevo,  los tres ácidos (ascórbico, cafeico y oleico) ofrecieron los 
mejores resultados, siendo el ácido oleico aquel que mejoró la capacidad fermentativa 
en un mayor número de cepas (8 de 12 cepas). El tratamiento con quercetina 
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proporcionó los peores resultados, incluso redujo la capacidad fermentativa de las 
cepas D170 y D301, ambas S. cerevisiae. Tampoco se obtuvieron buenos resultados 
para el GSH, excepto en el caso de H. guilliermondii (2.81± 0.11 veces). 
Tabla III.5. Capacidad fermentativa de las células deshidratadas procedentes de cultivos en medio 
melaza suplementado con diferentes antioxidantes. 
Cepa 
 
Control 
0.20 mg/mL 
Quercetina 
50 µM A. 
Ascórbico 
5 µM A. 
Cafeico 
6 mg/mL A. 
Oleico 
5 mM GSH 
25 mM Gly-
Betaina 
mL CO2/ 10
7 cells  
T73 10.52 (± 0.3) 14.99 (± 0.6) 22.21 (± 2.4) 9.1 (± 0.7) 9.03 (± 1.7) 12.01 (± 2.2) 8.66 (±4.90) 
D18 8.39 (± 0.9) 7.55 (± 0.7) 6.75 (± 0.6) 9.55 (± 0.9) 9.78 (± 0.8) 7.23 (± 1.1) 8.12 (±0,95) 
D170 17.18 (± 0.1) 9.35(± 0.7) 8.52 (± 0.4) 18.31 (± 1.5) 19.86 (± 0.7) 17.26 (± 1.3) 16.73 (± 0.46) 
D301 3.58 (± 0.1) 2.63 (± 1.2) 8.26 (± 1.1) 1.3 (±0.1)  7.83 (± 0.5) 1.83 (± 0.1) 3.63 (± 0.31) 
D128 2.33 (± 0.6) 1.97 (± 0.1) 1.88 (± 0.2) 1.75 (± 0.1) 1.68 (± 0.1) 1.28 (± 0.6) 2.11 (±0.11) 
D272 10.42 (± 0.4) 5.36 (± 1.3) 20.29 (± 2.2) 23.51 (± 1.4) 13.15 (± 0.6) 12.15 (± 1.4) 9.87 (±1.23) 
PR6 12.53 (± 0.6) 15.07 (± 1.3) 16.37 (± 0.7) 14.52 (± 0.8) 17.65 (± 0.14) 11.65 (± 0.3) 12.86 (±1.35) 
C. stellata 1,77 (±0,45) 7,55 (±5,4) 6,55 (±0,68) 5,42 (±0,46) 8,91 (±0,33) 2,12 (±0,14) 2,02 (±0,49) 
T. delbrueckii 11,33 (±0,94) 9,41 (±1,20) 10,87 (±0,83) 12,14 (±0,27) 21,6 (± 2,4) 13,93 (±5,3) 12,6 (±3,2) 
P. fermentans 1,23 (±0,52) 0,93 (±0,16) 1,23 (±0,6) 1,33 (±0,58) 0,71 (±0,37) 0,93 (±0,18) 0,79 (±0,16) 
H. osmophila 3,81 (±0,50) 7,14 (±1,43) 11,59 (±1,29) 4,54 (±1,05) 15,53 (±2,2) 10,71 (±1,74) 3,23 (±0,61) 
H. 
guilliermondii 
2,81 (±0,62) 2,87 (±0,66) 6,67 (±0,67) 11,95 (±2,45) 5,29 (±0,49) 11,89 (±2,29) 3,95 (±0,94) 
Las celdas destacadas fueron significativamente diferentes del control (células deshidratadas de cultivos 
en melaza no suplementada) y del control negativo (melaza suplementada con Gly-Betaina) con p <0.05 
(análisis ANOVA 2 factores; la representación gráfica se muestra en el apartado Análisis estadísiticos 
ANOVA Figura A.2) (celdas sombreadas en granate indican una mejora en la capacidad fermentativa; 
celdas sombreadas en gris indican un empeoramiento). Entre paréntesis, valor de la DT de tres 
experimentos independientes. 
Estos resultados se ven apoyados por el análisis estadístico HSD-Tukey (Tabla III.6) 
donde las suplementaciones con el ácido oleico (con una media de 10.0994 mL CO2/ 
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107 cells)  o ascórbico (con una media de 10.9075 mL CO2/ 10
7 cells)  darían los 
mejores resultados. 
Tabla III.6. Análisis HSD-Tukey con el software SPSS22.0 para la variable dependiente “Capacidad 
fermentativa” y para el factor fijo “Antioxidante”. 
DHS de Tukeya,b 
Antioxidante N 
Subconjunto 
1 2 3 4 
Quercetina 36 7,0356    
Control 36 7,1489    
GSH 36  8,6344   
Cafeico 36  9,4558 9,4558  
Ascórbico 36   10,0994 10,0994 
Oleico 36    10,9075 
Sig.  ,999 ,105 ,329 ,116 
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.             
El término de error es la media cuadrática (Error) = 1,805. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 36,000  b. Alfa = 0,05. 
Por último, se midió la peroxidación de lípidos y la carbonilación de proteínas como 
marcadores del daño oxidativo. En general, los ácidos ascórbico, cafeico y oleico 
disminuyeron la peroxidación lipídica tras la deshidratación (Tabla III.7), siendo el ácido 
oleico el antioxidante con mayor rango de protección independiente de cepa (en 10 de 
12 cepas la peroxidación lipídica disminuye). En la cepa D301, no se obtuvo ninguna 
protección sobre los lípidos, es más, la presencia de dos de los antioxidantes, 
quercetina y GSH, aumentaron la peroxidación.  
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Tabla III.7. Peroxidación lipídica en células deshidratadas procedentes de cultivos en medio melaza 
suplementado con diferentes antioxidantes. 
Cepa 
 
Control 
0.20 mg/mL 
Quercetina 
50 µM A. 
Ascórbico 
5 µM A. 
Cafeico 
6 mg/mL A. 
Oleico 
5 mM GSH 
25 mM Gly-
Betaina 
 pmol MDA/ mg protein 
 
T73 26.85 (± 1.0) 24.10 (± 1.0) 23.50 (± 1.0) 21.32 (± 1.6) 28.02 (± 0.8) 25.85 (± 0.7) 24,96 (±1,83) 
D18 24.11 (± 2.3) 23.29 (± 1.3) 17.09 (± 1.3) 9.40 (± 1.8) 19.87 (± 0.9) 17.31 (± 0.1) 24,09 (±1,06) 
D170 23.34 (± 0.9) 26.71 (± 0.7) 46.58 (± 0.9) 7.69 (± 1.2) 21.15 (± 0.5) 42.95 (± 0.4) 24,38 (±0,83) 
D301 20.08 (± 1.7) 26.92 (± 0.35) 19.48 (± 0.8) 19.79 (± 0.9) 20.08 (± 0.2) 55.34 (± 1.3) 21,71 (±2,28) 
D128 22.00 (± 1.8) 11.32 (± 1.9) 22.22 (± 0.8) 10.04 (± 1.4) 19.02 (± 0.5) 22.00 (± 0.6) 18,16 (±1,62) 
D272 20.83 (± 1.4) 11.11 (± 1.8) 14.96 (± 0.4) 10.04 (± 1.0) 6.41 (± 0.1) 13.03 (± 0.2) 19,74 (±1,21) 
PR6 22.50 (± 0.9) 18.80 (± 1.4) 15.38 (± 1.9) 13.46 (± 1.5) 15.38 (± 1.6) 16.02 (± 0.7) 21,02 (±0,73) 
C. stellata 17,16 (±1.0) 16,67 (±0,99) 17,95 (±1,99) 15,17 (±0,57) 14,10 (±1,66) 15,17 (±1,78) 16,96 (±1,83) 
T. delbrueckii 19,61 (±0,57) 12,18 (±0,45) 13,46 (±1,57) 20,94 (±0,13) 13,46 (±1,23) 19,01 (±1,35) 20,67 (±0,78) 
P. fermentans 17,73 (±0,84) 11,11 (±1,07) 9,83 (±1,84) 19,01 (±0,41) 11,54 (±1,50) 16,67 (±1,62) 18,13 (±0,35) 
H. osmophila 24,80 (±1,86) 21,15 (±1,95) 19,66 (±0,86) 23,50 (±0,43) 18,80 (±0,52) 17,73 (±0,65) 25,51 (±0,62) 
H. 
guilliermondii 
20,82 (±1,57) 18,80 (±0,57) 8,12 (±0,57) 13,25 (±0,14) 16,45 (±0,23) 13,25 (±0,36) 20,16 (±1,65) 
Las celdas destacadas fueron significativamente diferentes del control (células deshidratadas de cultivos 
en melaza no suplementada) y del control negativo (melaza suplementada con Gly-Betaina) con p <0.05 
(análisis ANOVA 2 factores; la representación gráfica se muestra en el apartado Análisis estadísiticos 
ANOVA Figura A.3) (celdas sombreadas en granate indican una reducción en la cantidad de MDA por mg 
de células; celdas sombreadas en gris indican un incremento de MDA por mg de células). Entre 
paréntesis, valor de la DT de tres experimentos independientes. 
Finalmente, el análisis HSD-Tukey (Tabla III.8)  verifica que las suplementaciones con el 
ácido cafeico u oleico son las más efectivas en la disminución de la oxidación lipídica. 
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Tabla III.8. Análisis HSD-Tukey con el software SPSS22.0 para la variable dependiente “Peroxidación 
lipídica” y para el factor fijo “Antioxidante”. 
DHS de Tukeya,b 
Antioxidante N 
Subconjunto 
1 2 3 4 5 
Cafeico 36 15,2589     
Oleico 36  17,0986    
Quercetina 36   18,5117   
Ascórbico 36   19,0147   
Control 36    21,6336  
GSH 36     22,8633 
Sig.  1,000 1,000 ,429 1,000 1,000 
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.             
El término de error es la media cuadrática (Error) = 1,311. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 36,000  b. Alfa = 0,05. 
En lo que se refiere a la carbonilación de proteínas, ésta se determinó en células 
frescas y en células deshidratadas procedentes de cultivos en melaza utilizando 
aquellos antioxidantes que proporcionaron una mejor protección frente a la oxidación 
de lípidos (ascórbico, cafeico y oleico). Se eliminaron del estudio las cepas C. stellata, 
T. delbrueckii y P. fermentans dejando las cepas del género Hanseniaspora con el fin de 
simplificar el análisis (Figura III.3, y Tabla III.9). En general, los ácidos cafeico y oleico 
disminuyen el grado de carbonilación de proteínas después de la deshidratación 
aunque su efecto es dependiente de cepa, mientras que el ácido ascórbico presenta 
mayor variabilidad de resultados pudiendo, incluso, aumenta la oxidación proteica, 
como en el caso de la cepa D170 (6.09 ± 0.12 veces), lo cual es consistente con una 
reducción de su capacidad fermentativa y un incremento de sus niveles de 
peroxidación lipídica tras la suplementación con este ácido. 
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Figura III.3. Niveles de carbonilación proteica (Ci/Pi) después de la deshidratación de la biomasa 
propagada en medio melaza suplementado con diferentes antioxidantes. CPLSA (carbonilación proteica 
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en células deshidratadas); CPBiomasa (carbonilación proteica en células frescas). La carbonilación de 
proteínas (CP) se expresó como Ci/Pi donde el contenido de proteínas carboniladas fue cuantificado por 
análisis de imagen del western blot y los datos (Ci) fueron normalizados respecto la cantidad de proteína 
total determinada por la tinción coomassie de las membranas (Pi). Las barras de error corresponden a la 
DT de tres experimentos independientes. Los grupos de medias que son estadísticamente diferentes 
entre sí dentro de cada cepa (p<0.05) están indicados con letras distintas. El análisis ANOVA de 2 
factores se muestra en el apartado Análisis estadísiticos ANOVA Figura A.4) 
Tabla III.9. Análisis HSD-Tukey con el software SPSS22.0 para la variable dependiente “Incremento 
Carbonilación proteica” y para el factor fijo “Antioxidante”. 
DHS de Tukeya,b 
Antioxidante N 
Subconjunto 
1 2 3 4 
Cafeico 27 1,1195    
Oleico 27  1,4499   
Ascórbico 27   2,5064  
Control 27    2,7561 
Sig.  1,000 1,000 1,000 1,000 
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.             
El término de error es la media cuadrática (Error) = ,030. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 27,000  b. Alfa = 0,05. 
3.3 ANÁLISIS BIOQUÍMICO DEL EFECTO DE LA ADICIÓN DE 
ANTIOXIDANTES AL MEDIO MELAZA SOBRE EL ESTRÉS OXIDATIVO 
SUFRIDO DURANTE LA PRODUCCIÓN DE LSA. 
En el Capítulo II se definieron una serie de parámetros (niveles de trehalosa y GSSG, 
actividad catalasa y actividad glutatión reductasa) indicativos del estrés oxidativo 
sufrido durante la producción de la LSA y predictivos de la eficiencia fermentativa del 
producto final. Por ello, se decidió analizar estos cuatro indicadores como medida de la 
protección frente al estrés oxidativo que ofrecen las moléculas antioxidantes 
seleccionadas. 
Los niveles de glutatión reducido (GSH) y glutatión oxidado (GSSG) tras la 
deshidratación se muestran en la Tabla III.10 y Tabla III.11, respectivamente.  Además, 
mediante la coloración de las celdas, se puede observar el resultado del análisis 
ANOVA de 2 factores fijos (cepa y sustancia pura antioxidante) para la variable 
dependiente “Niveles GSH” y “Niveles GSSG”, respectivamente, determinando el 
Resultados y desarrollo argumental                                                                               Capítulo III 
 
185 
efecto de los factores fijos sobre dichas variables. Todos los antioxidantes aumentan el 
nivel de GSH en las cepas T73, D18, D128 y no-Saccharomyces, lo disminuyen en las 
cepas D272 y PR6 y no lo afectan en las cepas D170 y D301. En cuanto el nivel de GSSG, 
todos los antioxidantes aumentan el contenido en GSSG en las cepas no-
Saccharomyces lo cual implica que la mejora de la repuesta a estrés oxidativo en estas 
cepas se deba principalmente a la actuación del GSH como agente detoxificador de 
ROS o protector de grupos tioles, manteniéndose la relación GSH/GSSG (Tabla III.12). 
En las cepas cepas D272 (S. u.), PR6 (S. c. x S. u.) el contenido en GSSG disminuye en 
consonancia con la bajada de los niveles de GSH. Por último, los niveles de GSSG no se 
ven alterados en las cepas S. cerevisiae (T73, D18, D170, D301 y D128) habiendo un 
aumento de GSH total implicando una síntesis de novo de GSH. 
Tabla III.10. Determinación del glutatión reducido (GSH) en LSA procedente de melaza suplementada 
con diferentes antioxidantes. 
Cepa 
 
Control 
0.20 mg/mL 
Quercetina 
50 µM A. 
Ascórbico 
5 µM A. 
Cafeico 
6 mg/mL A. 
Oleico 
5 mM GSH 
25 mM Gly-
Betaina 
nmol GSH/ mg células deshidratadas  
T73 1.67 (± 0.01) 1.21 (±0.06) 2.23 (±0.01) 1.97 (±0.12) 2.45 (±0.02) 2.28 (±0.01) 1.67 (±0.06) 
D18 0.91 (±0.02) 1.31 (±0.07) 1.50 (±0.02) 1.27 (±0.01) 2.65 (±0.03) 2.20 (±0.1) 0.80 (±0.10) 
D170 1.24 (±0.03) 1.18 (±0.07) 1.19 (±0.08)   1.22 (±0.07) 1.23 (±0.10) 1.18 (±0.04) 1.20 (±0.01) 
D301 1.20 (± 0.05) 1.26 (± 0.11) 1.19 (± 0.06) 1.14 ( 0.06) 1.10 (± 0.12) 1.22 (±0.01) 1.22 (±0.02) 
D128 0.43 (±0.05) 1.28 (±0.13) 1.35 (±0.07) 1.26 (±0.13) 1.27 (±0.08) 1.93 (±0.29) 0.48 (±0.06) 
D272 2.42 (±0.22) 1.13 (±0.01) 1.30 (±0.06) 1.38 (±0.15) 1.26 (±0.08) 3.04 (±0.01) 2.44 (±0.03) 
PR6 3.65 (±0.38) 1.22 (±0.21) 1.74 (±0.28) 1.43 (±0.02) 2.14 (±0.13) 4.23 (±0.03) 3.39 (±0.31) 
C. stellata 0.89 (±0.07) 0.85 (±0.02) 1.32 (±0.22) 1.19 (±0.05) 2.25 (±0.03) 1.41 (±0.27) 0.90 (±0.02) 
T. delbrueckii 0.53 (±0.02) 1.22 (±0.09) 1.25 (±0.01) 1.28 (±0.02) 1.89 (±0.01) 1.98 (±0.01) 0.58 (±0.05) 
P. fermentans 0.38 (±0.03) 1.07 (±0.06) 1.21 (±0.05) 1.16 (±0.03) 2.07 (±0.00) 1.61 (±0.00) 0.35 (±0.01) 
H. osmophila 0.69 (±0.02) 1.02 (±0.11) 1.16 (±0.03) 1.12 (±0.04) 2.40 (±0.03) 1.07 (±0.26) 0.67 (±0.01) 
H. 
guilliermondii 
0.67 (±0.02) 1.15 (±0.10) 1.08 (±0.01) 1.14 (±0.01) 2.27 (±0.06) 1.27 (±0.06) 0.71 (±0.10) 
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Las celdas destacadas fueron significativamente diferentes del control (células deshidratadas de cultivos 
en melaza no suplementada) y del control negativo (melaza suplementada con Gly-Betaina) con p <0.05 
(análisis ANOVA 2 factores; la representación gráfica se muestra en el apartado Análisis estadísiticos 
ANOVA Figura A.5) (celdas sombreadas en granate indican un aumento en la cantidad de GSH por mg de 
células; celdas sombreadas en gris indican una reducción del GSH por mg de células). Entre paréntesis, 
valor de la DT de tres experimentos independientes.  
Tabla III.11. Determinación del glutatión oxidado (GSSG) en LSA procedente de melaza suplementada 
con diferentes antioxidantes. 
Cepa 
 
Control 
0.20 mg/mL 
Quercetina 
50 µM A. 
Ascórbico 
5 µM A. 
Cafeico 
6 mg/mL A. 
Oleico 
5 mM GSH 
25 mM Gly-
Betaina 
pmol GSSG/ mg células deshidratadas  
T73 17.01 (±0.10) 18.12 (±0.10) 20.03 (±1.01) 16,19 (±1.02) 18.11 (±1.01) 30.21 (±6.15) 17.22 (±2.11) 
D18 12.11 (±3.02) 11.21 (±0.8) 13.12 (±9.01) 12.41 (±3.01) 12.31 (±1.11) 11.11 (±7.01) 12.52 (±2.01) 
D170 19.01 (±1.01) 19.11 (±1.11) 18.21 (±1.11) 18.52 (±1.02) 20.00 (±3.00) 25.21 (±1.03) 22.21 (±1.00) 
D301 19.14 (±1.01) 19.32 (±0.20) 19.11 (±0.12) 18.02 (±4.01) 19.23 (±2.11) 23.11 (±2.11) 20.21 (±1.01) 
D128 6.12 (±1.01) 35.01 (±1.11) 47.03 (±9.22) 35.11 (±03.21) 46.01 (±3.11) 18.12 (±1.01) 8.12(±4.01) 
D272 99.03 (±0.12) 28.11 (±0.45) 33.52 (±1.05) 33.01 (±6.02) 30.23 (±2.11) 49.15 (±4.11) 97.11 (±6.11) 
PR6 17.61 (±4.11) 4.01 (±1.11) 4.75 (±6.11) 8.24 (±1.56) 5.64 (±6.42) 10.6 (±9.01) 17.31 (±3.51) 
C. stellata 28.12 (±1.01) 32.51 (±2.01) 34.62 (±1.41) 35.11 (±1.25) 45.11 (±2.10) 29.10 (±2.32) 7.10 (±6.01) 
T. delbrueckii 14.11 (±1.23) 28.14 (±2.11) 28.01(±3.11) 33.52 (±1.23) 54.17 (±4.16) 21.05 (±8.03) 14.52 (±4.01) 
P. fermentans 10.11 (±2.15) 28.51 (±2.11) 25.14 (±1.11) 23.22 (±1.12) 37.41 (±3.25) 53.14 (±1.52) 11.02 (±2.05) 
H. osmophila 9.15 (±1.25) 27.11 (±1.23) 33.12 (±6.12) 33.14 (±1.12) 41.25 (±2.11) 46.02 (±9.11) 8.10 (±7.11) 
H. 
guilliermondii 
29.11 (±1.21) 18.41 (±2.78) 22.45 (±0.91) 21.46 (±1.11) 47.15 (±4.12) 28.56 (±7.03) 29.25 (±4.11) 
Las celdas destacadas fueron significativamente diferentes del control (células deshidratadas de cultivos 
en melaza no suplementada) y del control negativo (melaza suplementada con Gly-Betaina) con p <0.05 
(análisis ANOVA 2 factores; la representación gráfica se muestra en el apartado Análisis estadísiticos 
ANOVA Figura A.6) (celdas sombreadas en granete indican un reducción en la cantidad de GSSG por mg 
de células; celdas sombreadas en gris indican un aumento del GSSG por mg de células). Entre paréntesis, 
valor de la DT de tres experimentos independientes. 
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Tabla III.12. Determinación del ratio GSH/GSSG procedente de melaza suplementada con diferentes 
antioxidantes. 
Cepa 
 
Control 
0.20 mg/mL 
Quercetina 
50 µM A. 
Ascórbico 
5 µM A. 
Cafeico 
6 mg/mL A. 
Oleico 
5 mM GSH 
25 mM Gly-
Betaina 
Relación GSH/GSSG  
T73 98.18 (±5.12) 66.78 (±9.12) 111.33 (±7.41) 121.61 (±11.1) 135.28 (±10.1) 75.47 (±9.14) 96.98 (±4.15) 
D18 75.14 (±2.11) 116.86 (±8.41) 114.33 (±10.0) 102.34 (±8.75) 215.27 (±12.1) 198.02 (±5.11) 63.90 (±9.89) 
D170 65.23 (±3.12) 61.75 (±5.65) 65.35 (±3.78) 65.87 (±6.11) 61.50 (±5.12) 76.81 (±2.1) 54.03 (±9.31) 
D301 62.70 (±5.12) 65.22 (±3.11) 62.27 (±2.11) 63.26 (±1.18) 57.20 (±5.63) 52.79 (±7.41) 60.37 (±3.47) 
D128 70.26 (±4.16) 36.56 (±3.51) 28.71 (±5.14) 35.89 (±2.69) 27.60 (±4.12) 106.51 (±9.11) 59.11 (±7.01) 
D272 24.44 (±6.12) 40.20 (±10.2) 38.78 (±9.11) 41.81 (±10.0) 41.68 (±9.69) 61.85 (±10.1) 25.13 (±3.15) 
PR6 207.2 (±12.41)  244.1 (±24.89)  266.1 (±31.45)  173.5 (±19.97)  218.9 (±10.21)  397.9 (±15.41)  195.8 (±6.31) 
C. stellata 31.65 (±5.24) 26.15 (±2.36) 38.13 (±4.15) 33.89 (±4.10) 49.88 (±9.51) 48.45 (±11.12) 33.21 (±5.23) 
T. delbrueckii 37.56 (±5.78) 43.35 (±4.12) 44.63 (±3.17) 38.19 (±7.41) 34.89 (±3.89) 94.06 (±8.56) 39.94 (±4.70) 
P. fermentans 37.59 (±4.51) 37.53 (±3.75) 48.13 (±8.41) 49.96 (±7.56) 55.33 (±9.10) 30.30 (±9.11) 31.76 (±3.78) 
H. osmophila 75.41 (±10.41) 67.62 (±8.12) 85.02 (±2.36) 63.80 (±5.12) 68.18 (±4.78) 93.25 (±8.74) 82.72 (±6.21) 
H. 
guilliermondii 
23.02 (±5.79) 32.47 (±6.12) 38.11 (±6.89) 33.12 (±5.89) 38.14 (±9.78) 34.47 (±7.65) 24.27(±6.61) 
Las celdas destacadas fueron significativamente diferentes del control (células deshidratadas de cultivos 
en melaza no suplementada) y del control negativo (melaza suplementada con Gly-Betaina) con p <0.05 
(análisis ANOVA 2 factores) (celdas sombreadas en granete indican un reducción en la relación 
GSH/GSSGceldas sombreadas en gris indican un aumento en la relación GSH/GSSG). Entre paréntesis, 
valor de la DT de tres experimentos independientes. 
Según el análisis HSD-Tukey (Tabla III.13 y III.14), las suplementaciones con el ácido 
oleico, ascórbico o GSH aumentarían los niveles de GSH, aunque los resultados con el 
antioxidante GSH podrían estar sesgados por el propio tratamiento. 
En general, se puede observar una correlación directa entre los niveles de GSH y GSSG 
en los tratamientos con oleico (ambos metabolitos aumentan) o quercetina (ambos 
disminuyen) manteniéndose la relación GSH/GSSG, siendo más interesante la 
disminución de los niveles de GSSG con la suplementación con el ácido ascórbico. Una 
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posible explicación a este fenómeno es que el ascorbato compite en el citoplasma con 
Sod1p y con diversas peroxidasas en la detoxificación del anión superóxido y del 
peróxido de hidrógeno (Krzepilko et al., 2004), por lo tanto, mayores niveles de 
ascorbato reducirían los niveles de ROS y, con ello, la oxidación del GSH aumentando la 
relación GSH/GSSG (Baroja-Mazo et al., 2005).  
Tabla III.13. Análisis HSD-Tukey con el software SPSS22.0 para la variable dependiente “Niveles GSH” y 
para el factor fijo “Antioxidante”. 
DHS de Tukeya,b 
Antioxidante N 
Subconjunto 
1 2 3 4 
Quercetina 36 1,1583    
Control 36 1,2233 1,2233   
Cafeico 36  1,2967 1,2967  
Ascórbico 36   1,3483  
Oleico 36    1,9153 
GSH 36    1,9572 
Sig.  ,129 ,059 ,352 ,588 
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.             
El término de error es la media cuadrática(Error) = ,012. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 36,000  b. Alfa = 0,05. 
 
Tabla III.14. Análisis HSD-Tukey con el software SPSS22.0 para la variable dependiente “Niveles GSSG” y 
para el factor fijo “Antioxidante”. 
DHS de Tukeya,b 
Antioxidante N 
Subconjunto 
1 2 3 
Quercetina 36 ,0252   
Ascórbico 36  ,0286  
Cafeico 36  ,0301  
Control 36   ,0348 
Oleico 36   ,0354 
GSH 36   ,0366 
Sig.  1,000 ,517 ,340 
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.             
El término de error es la media cuadrática (Error) = 1,36E-005. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 36,000  b. Alfa = 0,05. 
En la Tabla III.15 se muestran los niveles de glutatión total. De forma generalizada, 
todos los antioxidantes ácidos (Tabla III.16) aumentan el contenido de glutatión 
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excepto en las cepas D272 y PR6 donde disminuyen; y en las cepas D170 y D301 las 
cuales no modifican sus valores de glutatión. Estos datos indican que la acción de los 
antioxidantes es dependiente de cepa y sugieren que podrían estar estimulando la 
síntesis de glutatión reducido. Como se ha comentado anteriormente, el efecto de la 
suplementación con GSH sobre el nivel intracelular de GSH podría estar sesgado por lo 
que no se consideró.  
Tabla III.15 Determinación del glutatión total en LSA procedente de melaza suplementada con 
diferentes antioxidantes. 
Cepa 
 
Control 
0.20 mg/mL 
Quercetina 
50 µM A. 
Ascórbico 
5 µM A. 
Cafeico 
6 mg/mL A. 
Oleico 
5 mM GSH 
25 mM Gly-
Betaina 
nmol glutatión total/ mg células deshidratadas  
T73 1.71 (±0.01) 1.25 (±0.06) 2.27 (±0.01) 2.01 (±0.12) 2.49 (±0.02) 2.34 (±0.02) 1.70 (±0.06) 
D18 0.93 (±0.02) 1.33 (±0.07) 1.53 (±0.03) 1.29 (±0.01) 2.67 (±0.03) 2.22 (±0.11) 0.83 (±0.10) 
D170 1.28 (±0.03) 1.22 (±0.07) 1.23 (±0.08) 1.26 (±0.07) 1.27 (±0.10) 1.23 (±0.04) 1.24 (±0.01) 
D301 1.24 (±0.05) 1.30 (±0.11) 1.23 (±0.06) 1.18 (±0.06) 1.14 (±0.12) 1.27 (±0.01) 1.26 (±0.02) 
D128 0.44 (±0.05) 1.35 (±0.11) 1.44 (±0.08) 1.33 (±0.13) 1.36 (±0.08) 1.97 (±0.29) 0.54 (±0.05) 
D272 2.62 (±0.22) 1.19 (±0.01) 1.37 (±0.06) 1.45 (±0.16) 1.32 (±0.08) 3.14 (±0.01) 2.63 (±0.04) 
P6 4.01 (±0.38) 1.30 (±0.21) 1.83 (±0.29) 1.60 (±0.02) 2.25 (±0.14) 4.44 (±0.04) 3.74 (±0.31) 
C. stellata 0.91 (±0.07) 0.91 (±0.02) 1.39 (±0.22) 1.26 (±0.05) 2.34 (±0.03) 1.47 (±0.27) 0.91 (±0.03) 
T. delbrueckii 0.56 (±0.02) 1.28 (±0.09) 1.31 (±0.01) 1.35 (±0.02) 2.00 (±0.01) 2.02 (±0.02) 0.61 (±0.05) 
P. fermentans 0.40 (±0.03) 1.13 (±0.06) 1.26 (±0.05) 1.62 (±0.03) 2.14 (±0.00) 1.72 (±0.01) 0.37 (±0.01) 
H. osmophila 0.71 (±0.02) 1.07 (±0.06) 1.33 (±0.04) 1.19 (±0.04) 2.48 (±0.03) 1.16 (±0.27) 0.69 (±0.02) 
H. 
guilliermondii 
0.73 (±0.02) 1.19 (±0.10) 1.12 (±0.01) 1.18 (±0.01) 2.36 (±0.06) 1.33 (±0.07) 0.77 (±0.14) 
Las celdas destacadas fueron significativamente diferentes del control (células deshidratadas de cultivos 
en melaza no suplementada) y del control negativo (melaza suplementada con Gly-Betaina) con p <0.05 
(análisis ANOVA 2 factores; la representación gráfica se muestra en el apartado Análisis estadísiticos 
ANOVA Figura A.7) (celdas sombradas en granate indican un aumento en la cantidad de glutatión total 
por mg de células; celdas sombreadas en gris indican una reducción del glutatión total por mg de 
células). Entre paréntesis, valor de la DT de tres experimentos independientes. 
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Tabla III.16. Análisis HSD-Tukey con el software SPSS22.0 para la variable dependiente “Niveles glutatión 
total” y para el factor fijo “Antioxidante”.  
HSD Tukeya,b   
Antioxidante N 
Subconjunto 
1 2 3 4 
Quercetina 36 1,2100    
Control 36  1,2950   
Cafeico 36   1,3933  
Ascórbico 36   1,4431  
Oleico 36    1,9850 
GSH 36    2,0267 
Sig.  1,000 1,000 ,382 ,583 
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.             
El término de error es la media cuadrática (Error) = ,012. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 36,000  b. Alfa = 0,05. 
La acumulación intracelular de trehalosa en células deshidratadas se muestra en la 
Tabla III.17. En general, los ácidos ascórbico y oleico aumentaron los niveles de 
trehalosa en la LSA, excepto en la cepa D301, la cual reduce su contenido bajo 
cualquier suplementación. En cambio, en las cepas  T73, D272, C. stellata, P. 
fermentans y en ambas especies de Hanseniaspora los niveles de trehalosa intracelular 
aumentaron en todos los tratamientos con antioxidantes. Sin embargo, a partir del  
análisis de HSD-Tukey (Tabla III.18), se puede concluir que el mayor aumento de los 
niveles de trehalosa correlacionaría con la suplementación con el ácido ascórbico. 
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Tabla III.17. Contenido de trehalosa intracelular en LSA procedente de melaza suplementada con 
diferentes antioxidantes. 
Cepa 
 
Control 
0.20 mg/mL 
Quercetina 
50 µM A. 
Ascórbico 
5 µM A. 
Cafeico 
6 mg/mL A. 
Oleico 
5 mM GSH 
25 mM Gly-
Betaina 
µg Trehalosa/ mg células deshidratadas  
T73 100.1 (± 9.7) 504.8 (± 3.1) 940.6 (± 3.1) 547.2 (± 2.9) 649.7 (± 23.8) 628.4 (± 22) 97.3 (±21.8) 
D18 193.5 (± 10) 175.4 (± 2.3) 853.6 (± 3.3) 765.2 (± 3.9) 287.5 (± 9.4) 83.3 (± 4.0) 195.8 (±25) 
D170 155.5 (± 28) 166.6 (± 21) 442.6 (± 1.0) 204.6 (± 5.9) 376.7 (± 4.9) 80.9 (± 2.1) 185.0 (±20.8) 
D301 141.1 (± 22) 75.3 (± 9.8) 37.9 (± 1.4) 14.5  (± 21) 38.5 (± 3.5) 15.3 (± 7.6) 148.7 (±9.8) 
D128 153.8 (± 11) 342.9 (± 1.0) 309.4 (± 3.8) 144.9 (± 7.6) 202.4 (± 22) 242.5 (± 2.3) 138.6 (±23.8) 
D272 190.9 (± 25) 518.9 (± 10) 724.8 (± 10) 361.4 (± 10) 394.4 (± 17) 386.9 (± 3.6) 185.2 (±9.4) 
P6 252.6 (± 24) 784.1 (± 2.9) 828.8 (± 4.3) 235.7 (± 1.4) 691.3 (± 40) 629.7 (± 4.9) 243.1 (±22.3) 
C. stellata 348.8 (±0.94) 799.2 (±0.39) 912.4 (±0.02) 769.1 (±7.79) 625.3 (±3.47) 777.3 (±0.25) 348.6 (±1.68) 
T. delbrueckii 120.5 (±22.3) 135.5 (±0.2) 265.7 (±2.3) 160.6 (±5.9) 177.9 (±8.0) 411.7 (±2.6) 108.0  
+(±5.5) 
P. fermentans 2.78 (±1.68) 82.6 (±7.6) 13.1 (±1.5) 17.3 (±2.1) 34.6 (±2.9) 9.4 (±1.6) 3.77 (±1.33) 
H. osmophila 5.1 (±1.30) 19.2 (±5.05) 15.8 (±2.2) 48.7 (±0.31) 31.8 (±0.39) 21.2 (±0.06) 6.9 (±2.01) 
H. 
guilliermondii 
6.2 (±1.01) 61.2 (±2.08) 13.1 (±0.27) 16.4 (±1.9) 35.7 (±0.76) 16.1 (±0.14) 6.8 (±1.01) 
Las celdas destacadas fueron significativamente diferentes del control (células deshidratadas de cultivos 
en melaza no suplementada) y del control negativo (melaza suplementada con Gly-Betaina) con p <0.05 
(análisis ANOVA 2 factores, la representación gráfica se muestra en el apartado Análisis estadísiticos 
ANOVA Figura A.8) (celdas sombreadas en granate indican un aumento en la cantidad de trehalosa 
intracelular; celdas sombreadas en gris indican una reducción de la trehalosa intracelular). Entre 
paréntesis, valor de la DT de tres experimentos independientes. 
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Tabla III.18. Análisis HSD-Tukey con el software SPSS22.0 para la variable dependiente “Niveles 
Trehalosa” y para el factor fijo “Antioxidante”. 
DHS de Tukeya,b 
Antioxidante N 
Subconjunto 
1 2 3 4 5 
Control 36 139,4706     
Cafeico 36  274,3028    
GSH 36  275,2278    
Oleico 36   295,1556   
Quercetina 36    305,4250  
Ascórbico 36     450,3133 
Sig.  1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos. 
El término de error es la media cuadrática (Error) = 203,354. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 36,000  b. Alfa = 0,05. 
En referencia a los enzimas antioxidantes, en la Tabla III.19 se muestra los factores de 
incremento o disminución de la actividad glutatión reductasa (GR) tras la 
deshidratación. En general, los antioxidantes ácidos (ascórbico, cafeico y oleico) 
incrementan en mayor grado la actividad GR, excepto para las dos especies del género 
Hanseniaspora y, de nuevo, para D170 y D301, lo cual concuerda con sus niveles de 
GSH, que no varían tras la suplementación con cualquier antioxidante. Los mejores 
resultados se obtendrían con la suplementación con el ácido oleico incrementando la 
actividad GR en 10 de las 12 cepas estudiadas tal y como muestra el análisis estadístico 
HSD-Tukey (Tabla III.20).  
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Tabla III.19. Efecto sobre la actividad glutatión reductasa (GR) tras la deshidratación en células 
procedentes de cultivos de melaza suplementados con diferentes antioxidantes. 
Cepa 
 
Control 
0.20 mg/mL 
Quercetina 
50 µM A. 
Ascórbico 
5 µM A. 
Cafeico 
6 mg/mL A. 
Oleico 
5 mM GSH 
25 mM Gly-
Betaina 
Relación (GRLSA /GRBIOMASA)  
T73 0.89 (± 0.16) 0.80 (± 0.11) 1.08 (± 0.11) 1.64 (± 0.15) 2.33 (± 0.21) 1.34 (± 0.15) 0.73 ±0.16 
D18 0.85 (± 0.14) 0.63 (± 0.17) 1.25 (± 0.16) 2.07 (± 0.18) 2.34 (± 0.22) 1.35 (± 0.23) 0.89 ±0.11 
D170 2.57 (± 0.11) 1.40 (± 0.13) 2.33 (± 0.21) 2.66 (± 0.19) 4.90 (± 0.02) 2.10 (± 0.10) 2.47 (±0.16) 
D301 1.65 (± 0.13) 1.83 (± 0.18) 1.88 (± 0.21) 1.51 (± 0.23) 1.48 (± 0.23) 1.40 (± 0.12) 1.61 (±0.16) 
D128 1.70 (± 0.08) 1.60 (± 0.16) 3.10 (± 0.01) 2.30 (± 0.09) 4.60 (± 0.19) 1.40 (± 0.26) 1.70 (±0.03) 
D272 1.10 (± 0.15) 1.20 (± 0.05) 2.80 (± 0.02) 4.70 (± 0.11) 1.80 (± 0.19) 1.20 (± 0.06) 1.20 (±0.11) 
PR6 1.20 (± 0.11) 1.20 (± 0.08) 3.10 (± 0.17) 2.40 (± 0.19) 3.7 (± 0.16) 1.10 (± 0.14) 1.05 (±0.01) 
C. stellata 1.89 ±0.12 1.28 (±0.34) 2.73 (±0.14) 2.14 (±0.21) 2.39 (±0.31) 0.90 (±0.11) 1.75 (±0.21) 
T. delbrueckii 0.51 (±0.03) 0.96 (±0.21) 2.37 (±0.32) 3.79 (±0.31) 3.85 (±0.36) 1.53 (±0.27) 0.48 (±0.17) 
P. fermentans 0.72 (±0.15) 0.37 (±0.02) 1.28 (±0.23) 3.72 (±0.38) 1.23 (±0.34) 0.76 (±0.02) 0.74 (±0.02) 
H. osmophila 1.08 (±0.24) 1.35 (±0.67) 0.88 (±0.23) 1.89 (±0.94) 2.43 (±1.21) 1.05 (±0.01) 1.27 (±0.13) 
H. 
guilliermondii 
0.27 (±0.13) 1.62 (±0.31) 0.46 (±0.17) 0.44 (±0.16) 0.54 (±0.27) 0.54 (±0.27) 0.24 (±0.17) 
Las celdas destacadas fueron significativamente diferentes del control (células deshidratadas de cultivos 
en melaza no suplementada) y del control negativo (melaza suplementada con Gly-Betaina) con p <0.05 
(análisis ANOVA 2 factores; la representación gráfica se muestra en el apartado Análisis estadísiticos 
ANOVA Figura A.9) indicando un incremento de la actividad GR tras la deshidratación. Entre paréntesis, 
valor de la DT de tres experimentos independientes. (GRLSA: Actividad glutatión reductasa de la levadura 
seca activa; GRBIOMASA: Actividad glutatión reductasa de la biomasa fresca, sin deshidratar). 
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Tabla III.20. Análisis HSD-Tukey con el software SPSS22.0 para la variable dependiente “Actividad GR” y 
para el factor fijo “Antioxidante”. 
DHS de Tukeya,b 
Antioxidante N 
Subconjunto 
1 2 3 4 
Quercetina 36 1,1200    
Control 36 1,1289    
GSH 36 1,1758    
Ascórbico 36  1,8597   
Cafeico 36   2,2711  
Oleico 36    2,6511 
Sig.  ,937 1,000 1,000 1,000 
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos. 
 El término de error es la media cuadrática (Error) = ,064. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 36,000  b. Alfa = 0,05. 
En la Tabla III.21 se muestra los factores de incremento o disminución de la actividad 
catalasa entre las células deshidratadas y frescas indicando en color granate los 
tratamientos que disminuyen la actividad catalasa y, por tanto, reducen el estrés 
oxidativo. El menor incremento de la actividad tras la deshidratación respecto la 
situación control en las cepas T73, D18 y ambas especies de Hanseniaspora está 
relacionada con una mayor actividad basal en la biomasa fresca, en cambio, en las 
cepas D272 y PR6 se debe a que tienen una actividad catalasa muy baja (ver Capítulo 
II), independientemente de la condición de estudio. Por otro lado, también se observa 
mayor incremento de la actividad catalasa tras la deshidratación en la cepa D170 con 
todos los antioxidantes.  Por último, no se ven cambios en la actividad catalasa con 
ningún tratamiento en las cepas D301, D128, C. stellata, P. fermentans y T. delbrueckii. 
Según el análisis estadístico HSD-Tukey (Tabla III.22), solo las suplementaciones con los 
ácidos ascórbico y cafeico estan relacionadas con un menor incremento de la actividad 
catalasa tras la deshidratación. 
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Tabla III.21. Efecto sobre la actividad catalasa (CAT) tras la deshidratación en células  procedentes de 
cultivos de melaza suplementados con diferentes antioxidantes. 
Cepa 
 
Control 
0.20 mg/mL 
Quercetina 
50 µM A. 
Ascórbico 
5 µM A. 
Cafeico 
6 mg/mL A. 
Oleico 
5 mM GSH 
25 mM Gly-
Betaina 
Relación (CATLSA /CATBIOMASA)  
T73 3.75 (± 0.11) 2.60 (± 0.28) 1.24 (± 0.13) 0.99 (± 0.14) 2.05 (± 0.39) 4.07 (± 0.90) 3.31 (±0.49) 
D18 8.75 (± 0.66) 5.73 (± 0.81) 3.14 (± 0.96) 3.61 (± 0.24) 7.24 (± 0.38) 6.58 (± 0.75) 3.31 (±0.51) 
D170 1.43 (± 0.34) 7.17 (± 0.26) 3.47 (± 0.37) 3.76 (± 0.19) 5.13 (± 0.04) 4.22 (± 0.35) 1.48 (±0.53) 
D301 10.5 (± 0.37) 6.71 (± 3.72) 9.65 (± 0.40) 10.1 (± 0.40) 11.0 (± 0.40) 9.89 (± 0.60) 10.1 (±0.23) 
D128 1.07 (± 0.13) 1.49 (± 0.21) 1.08 (± 0.13) 0.34 (± 0.13) 1.41 (± 0.34) 1.01 (± 0.25) 1.57 (±0.55) 
D272 0.53 (± 0.03)    0.04 (± 0.01) 0.03 (± 0.01) 0.03 (± 0.00) 0.06 (± 0.02) 0.05 (± 0.01) 0.53 (±0.07) 
PR6 1.13 (± 0.10) 0.09 (± 0.02) 0.07 (± 0.01) 0.04 (± 0.01) 0.05 (± 0.02) 0.03 (± 0.01) 1.03 (±0.06) 
C. stellata 1.40 (±.,26) 3.39 (±0.49) 2.92 (±1,03) 2.30 (±1.09) 4,98 (±1.22) 4.81 (±1.14) 2.58 (±0.72) 
T. delbrueckii 0.26 (±0.12) 0.57 (±0.03) 0.47 (±0.20) 0.27 (±0.08) 0.30 (±0.01) 0.22 (±0.11) 0.19 (±0.36) 
P. fermentans 1.57 (±0.01) 2.49 (±1.50) 1.36 (±0.64) 0.85 (±0.01) 3.09 (±0.38) 1.57 (±0.12) 1.67 (±0.51) 
H. osmophila   2.13 (±0.04) 1.12 (±0.34) 0.54 (±0.14) 0.71 (±0.01) 0.69 (±0.01) 4.47 (±1.42) 1.31 (±1.11) 
H. 
guilliermondii 
3.98 (±0.01) 0.74 (±0.11) 0.72 (±0.15) 1.93 (±0.58) 0.49 (± 0.01) 0.65 (±0.05) 3.85 (±0.12) 
Las celdas destacadas fueron significativamente diferentes del control (células deshidratadas de cultivos 
en melaza no suplementada) y del control negativo (melaza suplementada con Gly-Betaina) con p <0.05 
(análisis ANOVA 2 factores; la representación gráfica se muestra en el apartado Análisis estadísiticos 
ANOVA Figura A.10) indicando una disminución de la actividad catalasa. Entre paréntesis, valor de la DT 
de tres experimentos independientes. (CATLSA: Actividad catalasa de la levadura seca activa; CATBIOMASA: 
Actividad catalasa de la biomasa fresca, sin deshidratar). 
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Tabla III.22. Análisis HSD-Tukey con el software SPSS22.0 para la variable dependiente “Inducción 
Catalasa” y para el factor fijo “Antioxidante”. 
DHS de Tukeya,b 
Antioxidante N 
Subconjunto 
1 2 3 
Ascórbico 36 2,0603   
Cafeico 36 2,0775   
Quercetina 36  2,6783  
Oleico 36  3,0439 3,0439 
Control 36  3,0583 3,0583 
GSH 36   3,1300 
Sig.  1,000 ,144 ,994 
  Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.             
  El término de error es la media cuadrática (Error) = ,430. 
a. Usa el tamaño muestral de la media armónica = 36,000  b. Alfa = 0,05. 
Finalmente, se realizó un análisis estadístico de componentes principales (PCA, 
Principal Component Analysis) para cada cepa en estudio con el fin de generar gráficos 
de 2 dimensiones (2D-plot) que revelen patrones de agrupamiento potenciales entre 
suplementaciones o facilitar el reconocimiento de los grupos atípicos utilizando el 
paquete de software estadístico PAST 3.05. A continuación se muestran los gráficos 
2D-plot (con una varianza total representada ≥64%) del análisis de PCA para cada cepa 
en estudio junto con el grado de correlación de cada variable con la componente 
principal 1 (PC1) y la componente principal 2 (PC2). Los grupos se forman en función 
de su mayor efecto o correlación (matriz de correlación) sobre una o varias variables, 
sin que ello implique que no se afecte al resto de las variables analizadas (el efecto 
sobre el resto de variables queda representado en el test ANOVA anterior).  
En el análisis PCA para T73, la componente principal 1 (PC1, eje de abscisas) viene 
definida por las variables; producción de biomasa y actividad GR con una correlación 
≥0.8; incremento de la carbonilación y actividad catalasa con un correlación ≤-0.8;  
además, parte de la variabilidad de los datos correspondientes a los niveles de GSH y 
trehalosa también queda representada con una correlación ≥0.65 (Figura III.4A); por 
otro lado, la PC2 (eje ordenadas) está definida por la peroxidación de lípidos (≥0.8) y la 
capacidad fermentativa (-0.64) (Figura III.4B).  Para el resto de cepas, las variables 
definidas por cada componente se indican en el pie de figura. 
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Figura III.4. Grado de correlación para la cepa T73 de las variables dependientes (rendimiento en 
biomasa, capacidad fermentativa, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas, metabolitos 
protectores y actividades enzimáticas) con A. la componente principal 1 (PC1) y B. la componente 
principal 2 (PC2). 
En la figura III.5 se puede observar cómo, en la cepa T73, la quercetina, con resultados 
peores al control, disminuye la producción de biomasa y la capacidad fermentativa. 
Por otro lado, la adición de GSH al medio melaza da lugar a resultados similares al 
control. En contraste a los anteriores datos, la suplementación con el ácido oleico 
incrementa la producción de biomasa y la capacidad fermentativa asociado al aumento 
de los niveles de GSH, de la actividad glutatión reductasa (GR) y una reducción de la 
actividad catalasa aunque también incrementa la peroxidación lipídica tras la 
deshidratación.  Finalmente,  el tratamiento con el ácido ascórbico o con el ácido 
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cafeico correlaciona con un aumento en la producción de biomasa, actividad GR y de 
los niveles de GSH y trehalosa.  
 
Figura III.5. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para T73. Efecto de los factores cepa 
y tipo de antioxidante sobre las variables dependientes (rendimiento en biomasa, capacidad 
fermentativa, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas, metabolitos protectores y actividades 
enzimáticas). Componente 1 (eje de abscisas); componente 2 (eje de ordenadas). 
El análisis PCA para D18 (figura III.6)  muestra que la suplementación con el ácido 
oleico incrementa la capacidad fermentativa asociado a un aumento de los niveles de 
GSH y la actividad glutatión reductasa (GR). La suplementación con el ácido cafeico u 
ascórbico mejora la producción de biomasa y aumenta los niveles de trehalosa. El 
resultado de la suplementación con quercetina o GSH sobre las variables en estudio 
fue similar al control. 
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Figura III.6. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para D18. Efecto de los factores cepa 
y tipo de antioxidante sobre las variables dependientes (rendimiento en biomasa, capacidad 
fermentativa, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas, metabolitos protectores y actividades 
enzimáticas). Componente 1 (eje de abscisas) definida por la producción de biomasa, por los niveles de 
trehalosa (≥0.8), por la peroxidación lipídica y por la actividad catalasa (≤-0.8). Componente 2 (eje de 
ordenadas) definida por la capacidad fermentativa, niveles de GSH y por la actividad GR (≥0.7). 
En el análisis de D170 (Figura III.7), los peores resultados los obtendríamos con la 
suplementación con la quercetina o el ácido ascórbico; ambos aumentan la 
peroxidación lipídica y reducen la capacidad fermentativa; además, la carbonilación 
proteica se ve incrementada con el ácido ascórbico aunque también genera un gran 
aumento de los niveles de trehalosa pudiendo paliar parte del estrés oxidativo 
asociado a la producción de LSA. Por otro lado, al suplementar el medio melaza con el 
ácido oleico o cafeico conseguimos incrementar la producción de biomasa y la 
capacidad fermentativa lo cual está asociado al aumento de los niveles de GSH y de la 
actividad glutatión reductasa (GR).  
 
Figura III.7. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para D170. Efecto de los factores 
cepa y tipo de antioxidante sobre las variables dependientes (rendimiento en biomasa, capacidad 
fermentativa, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas, metabolitos protectores y actividades 
enzimáticas). Componente 1 (eje de abscisas) definida por la producción de biomasa, capacidad 
fermentativa y actividad GR (≥0.8); los niveles de GSH también quedan bien explicados con una 
correlación ≥0.55. Componente 2 (eje de ordenadas) definida por los niveles de trehalosa y por el 
incremento de la carbonilación (≥0.8). 
En cuanto el efecto de la suplementación con los antioxidantes en la cepa D301 (Figura 
III.18), la suplementación con los ácidos oleico, ascórbico o cafeico aumenta la 
producción de biomasa y de la capacidad fermentativa al reducir el daño oxidativo a 
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lípidos y proteínas. En los casos del ácido oleico y cafeico se asociaría a una menor 
actividad catalasa tras la deshidratación, en cambio, en el caso del ácido ascóbico se 
asocia a un aumento de lo niveles de GSH y de la actividad GR.  
 
Figura III.8. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para D301. Efecto de los factores 
cepa y tipo de antioxidante sobre las variables dependientes (rendimiento en biomasa, capacidad 
fermentativa, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas, metabolitos protectores y actividades 
enzimáticas). Componente 1 (eje de abscisas) definida por la variables producción de biomasa y 
capacidad fermetativa (≤-0.8), capacidad fermetativa, peroxidación lipídica e incremento de la 
carbonilación (≥0.8); los niveles de GSH también quedan bien explicados (≥0.6). Componente 2 (eje de 
ordenadas) definida por la actividad GR (≥0.8). 
En la cepa D128 (Figura III.9), se observa que la suplementación con el ácido oleico o 
con el ácido ascórbico aumenta la producción de biomasa y la capacidad fermentativa 
asociado, de nuevo, a un incremento de la actividad glutatión reductasa aunque el 
ácido oleico  también aumenta los niveles de GSSG y de carbonilación. Los mejores 
resultados los obtendríamos con el ácido cafeico con un aumento de la producción de 
biomasa y de la capacidad fermentativa y una reducción de los niveles de GSSG y de 
carbonilación. 
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Figura III.9. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para D128. Efecto de los factores 
cepa y tipo de antioxidante sobre las variables dependientes (rendimiento en biomasa, capacidad 
fermentativa, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas, metabolitos protectores y actividades 
enzimáticas). Componente 1 (eje de abscisas) definida por la variable incremento de la carbonilación (≤-
0.8); la producción de biomasa, la capacidad fermentativa y los niveles de GSSG también quedan bien 
explicados (≥0.6). Componente 2 (eje de ordenadas) definida por la actividad GR (≥0.6).  
En el caso de D272 (Figura III.10), se observa que la suplementación con el ácido 
ascórbico, el ácido cafeico o el ácido oleico mejoran la respuesta a estrés oxidativo al 
reducir los niveles de oxidación de proteínas y lípidos, los niveles de GSSG y la 
actividad catalasa tras la deshidratación, además del aumento de la actividad GR en los 
ácidos ascórbico y cafeico. 
 
Figura III.10. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para D272. Efecto de los factores 
cepa y tipo de antioxidante sobre las variables dependientes (rendimiento en biomasa, capacidad 
fermentativa, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas, metabolitos protectores y actividades 
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enzimáticas). Componente 1 (eje de abscidad) definida por la peroxidación lipídica, por el incremento de 
la carbonilación, por los niveles de GSH y GSSG  y por la actividad de la catalasa (≥0.8). Componente 2 
(eje de ordenadas) definida por la actividad de la actividad GR (≥0.6).  
De nuevo, en la cepa PR6 (Figura III.11), la suplementación con el ácido oleico o cafeico 
aumenta la producción de biomasa y la capacidad fermentativa asociado a un aumento 
de la actividad glutatión reductasa tras la deshidratación y a la disminución del daño 
oxidativo sobre la moléculas lipídicas y proteicas. Con el ácido ascórbico se obtendrían 
resultados similares pero, además, hay un aumento de lo niveles de trehalosa. El 
tratamiento con la quercetina, principalmente, estaría asociado con un aumento del 
contenido de trehalosa. 
 
Figura III.11. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para PR6. Efecto de los factores 
cepa y tipo de antioxidante sobre las variables dependientes (rendimiento en biomasa, capacidad 
fermentativa, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas, metabolitos protectores y actividades 
enzimáticas). Componente 1 (eje de abscisas) definida por la producción de biomasa, por la capacidad 
fermentativa (≥-0.8), por la actividad GR y por los niveles de GSSG (≥0.8); el resto de variables (excepto 
los niveles de trehalosa) también quedan bien explicados (≥0.6). Componente 2 (eje de ordenadas) 
definida por los niveles de trehalosa GR (≥-0.75).  
En el estudio de las cepas no-Saccharomyces también encontramos variabilidad en los 
resultados. En la cepa de C. stellata (Figura III.12), en general, la suplementación con 
las moléculas antioxidantes puras mejora el rendimiento en la producción de biomasa 
y/o la capacidad fermentativa siendo el ácido oleico el más efectivo al reducir la 
peroxidación lipídica y aumentar los niveles de GSH, de trehalosa y de la actividad GR. 
Los peores resultados se obtienen con la quercetina y el GSH, generando fenotipos 
similares al control al presentarse más próximos a éste en el gráfico. 
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Figura III.12. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para C. stellata. Efecto de los 
factores cepa y tipo de antioxidante sobre las variables dependientes (rendimiento en biomasa, 
capacidad fermentativa, peroxidación lipídica, metabolitos protectores y actividades enzimáticas). 
Componente 1 (eje de abscisas) definida por los niveles de GSH y GSSG y por actividad catalasa (≥0.8); la 
capacidad fermentativa también queda bien explicados (≥0.64). Componente 2 (eje de ordenadas) 
definida por la producción de biomasa (≥0.8). 
Para la cepa de T. delbrueckii (Figura III.13), la suplementación con cualquier 
antioxidante, excepto el GSH y el ácido oleico, aumenta el rendimiento en la 
producción de biomasa. Por otro lado, la capacidad fermentativa se ve aumentada por 
el ácido oleico. Ambos casos correlacionan con un incremento de la actividad GR tras 
la deshidratación respecto la condición control.  
 
Figura III.13. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para T. delbrueckii. Efecto de los 
factores cepa y tipo de antioxidante sobre las variables dependientes (rendimiento en biomasa, 
capacidad fermentativa, peroxidación lipídica, metabolitos protectores y actividades enzimáticas). 
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Componente 1 (eje de abscisas) definida por los niveles de GSH y GSSG, por la actividad GR (≥0.8) y por 
la capacidad fermentativa (≥0.65); componente 2 (eje de ordenadas) definida por la producción de 
biomasa (≥-0.8) y por los niveles de trehalosa (≥0.65). 
En el resto de cepas no-Saccharomyces (Figuras III.14-16), los peores resultados se 
obtendrían con la aplicación de los antioxidantes quercetina y GSH. La suplementación 
con el ácido de oleico, de nuevo, daría lugar al fenotipo más diferenciado respecto al 
control, con aumentos en la capacidad fermentativa (excepto para P. fermentans) y en 
el rendimiento en la producción de biomasa, ligado a un aumento de los niveles de 
GSH y de la actividad glutatión reductasa y una reducción de la actividad catalasa (en la 
cepas del género Hanseniaspora) y de la peroxidacion lipídica.  
 
Figura III.14. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para P. fermentans. Efecto de los 
factores cepa y tipo de antioxidante sobre las variables dependientes (rendimiento en biomasa, 
capacidad fermentativa, peroxidación lipídica, metabolitos protectores y actividades enzimáticas). 
Componente 1 (eje de abscisas) definida por la peroxidación lipídica (≥-0.8), por la actividad catalasa y 
por los  niveles de GSH (≥0.65);  componente 2 (eje de ordenadas) definida por la producción de 
biomasa y por la actividad GR (≥0.8). 
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Figura III.15. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para H.osmophila. Efecto de los 
factores cepa y tipo de antioxidante sobre las variables dependientes (rendimiento en biomasa, 
capacidad fermentativa, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas, metabolitos protectores y 
actividades enzimáticas). Componente 1 (eje de abcisas) definida por la carbonilación proteíca (≥-0.8), 
niveles de GSH y GSSG (≥0.8), por los niveles de trehalosa y por la producción de biomasa (≥0.65); 
componente 2 (eje de ordenadas) definida por la peroxidación de lípidos (≥-0.7) y por la capacidad 
fermentativa (≥0.7). 
 
Figura III.16. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para H. guilliermondii. Efecto de 
los factores cepa y tipo de antioxidante sobre las variables dependientes (rendimiento en biomasa, 
capacidad fermentativa, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas, metabolitos protectores y 
actividades enzimáticas). Componente 1 (eje de abscisas) definida por la producción de biomasa (≥0.8), 
por la carbonilación proteíca (≥-0.8), por los niveles de GSH, peroxidación lipídica y por la actividad 
catalasa (≥-0.65); componente 2 (eje de ordenadas) definida por los niveles de trehalosa y la inducción 
de la actividad GR.  
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En cuanto a la actividad SOD (analizada en el Capitulo II), ésta no fue seleccionada 
como uno de los 4 marcadores bioquímicos (niveles de Trehalosa y GSSG y actividades 
catalasa y GR) para la identificación del comportamiento de las cepas en el proceso de 
producción de LSA, debido fundamentalmente a la dificultad técnica de su medición 
mediante los diferentes ensayos disponibles, ya sea mediante el análisis 
semicuantitativo de tipo zimograma o el análisis espectrofotométrico. No obstante, el 
análisis de dicha actividad enzimática sí mostró una correlación inversa entre la 
actividad superóxido Cu/Zn-SOD (Sod1p) y la capacidad fermentativa (Figuras I.8; II.4 y 
II.5) identificándose cómo un posible parámetro predictivo del comportamiento de 
cepa. Por lo tanto, se decidió analizar el efecto de la suplementación del medio melaza 
con los diferentes antioxidantes sobre dicha actividad en todas las cepas del estudio. 
En la figura III.17 se muestran los zimogramas de actividad SOD, los western blots para 
la detección de la proteína Sod1p y la actividad relativa de Sod1p respecto al control. 
Debido a que C. stellata no expresa Sod1p en fase estacionaria en medio melaza se 
decidió eliminarla en este estudio. 
Se puede observar que el efecto de la suplementación del medio melaza con los 
diferentes antioxidantes sobre la actividad Cu/Zn-SOD fue muy variable en función  de 
la cepa analizada. De forma generalizada, los ácidos ascórbico y cafeico redujeron la 
actividad Cu/Zn-SOD en 7 de las 11 cepas analizadas, correlacionando con una mejora 
en la capacidad fermentativa en la mayoría de los casos.  
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 Figura III.17. Actividad superóxido dismutasa. Para todas lascepas estudiadas se muestra: A. 
Zimogramas SOD de las superóxido dismutasas Sod1p y Sod2p después de 24h de crecimiento en medio 
melaza (Control) suplementado con los siguientes antioxidantes: 0.20 mg/mL quercetina (quer), 50 µM 
ác. ascórbico (asc), 5 µM ác. cafeico (caf),  5 mM glutatión (gsh); 6 mg/mL ác. oleico (oleic) y 25 mM Gly-
betaina (bet). B. Análisis western blot del contenido en Sod1p. C. Actividad superóxido dismutasa para 
Sod1p cuantificada analizando las imágenes de geles de los zimogramas con el software Quantity One 
(Bio-Rad, Munich, Alemania). Los datos fueron normalizados respecto a la cantidad de proteína total 
determinada por la tinción coomassie del gel y respecto a la cantidad de proteína Sod1p determinada en 
el western blot. Los datos obtenidos fueron relativizados respecto a la situación control sin antioxidante 
y se expresaron como Actividad relativa de Sod1p (u.a). El análisis estadístico ANOVA se expresó como 
(a) siendo  significativamente diferente de (b) con un p<0.05, mientras que las muestras marcadas como 
(bd) no fueron significativamente diferentes de (b) y (d) pero sí del resto de muestras. Las muestras 
marcadas con (ce) no fueron distintas de (c) y (e) pero sí del resto. Las barras de error corresponden a la 
DT de dos experimentos independientes. 
A continuación, en la Tabla III.23 se resumen los resultados obtenidos para los 
parámetros medidos en los apartados 3.2 y 3.3 en función de la cepa y la molécula 
antioxidante utilizada. 
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Tabla III.23. Tabla resumen de los parámetros fisiológicos y bioquímicos en función de la cepa y la 
molécula antioxidante utilizada. Los resultados están referenciados respecto a la condición control (sin 
tratamiento), siendo: (-) comportamiento igual a la condición control; (↑) mayor y (↓) menor valor que 
la situación control; (n.d) no detectado; (n.a) no analizado. 
CEPA T73 D18 D170 D301 D128 D272 PR6 
C. 
Stellata 
T.  
delbrueckii 
P.  
fermetans 
H.  
osmophila 
H. 
guilliermondii 
P. 
biomasa 
Quercetina - - - - ↑ ↑ ↑ - ↑ ↑ ↑ ↑ 
Ascórbico ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ - ↑ - ↑ ↑ ↑ ↑ 
Cafeico ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
Oleico ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
GSH - - - - ↑ - ↑ ↑ - - ↑ ↑ 
C.ferment. 
Quercetina ↑ - ↓ - - ↓ - - - - ↑ - 
Ascórbico - - ↓ ↑ - ↑ ↑ ↑ - - ↑ ↑ 
Cafeico ↑ - ↑ ↓ - ↑ ↑ ↑ - - - ↑ 
Oleico - - ↑ ↑ - ↑ ↑ ↑ ↑ - ↑ ↑ 
GSH - - - ↓ - ↑ - - - - ↑ ↑ 
P.lipid. 
Quercetina - - ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ - ↓ ↓ - - 
Ascórbico ↓ ↓ ↑ - - ↓ ↓ - ↓ ↓ ↓ ↓ 
Cafeico ↓ ↓ ↓ - ↓ ↓ ↓ ↓ - - - ↓ 
Oleico - ↓ ↓ - ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
GSH - ↓ ↑ ↑ - ↓ - - - - ↓ ↓ 
C.proteíca 
Ascórbico - - ↑ ↓ - ↓ - n.a n.a n.a ↓ ↓ 
Cafeico ↓ - ↓ - - ↓ ↓ n.a n.a n.a ↓ ↓ 
Oleico - - ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ n.a n.a n.a ↓ ↓ 
GSH 
Quercetina ↓ ↑ - - ↑ ↓ - - ↑ ↑ ↑ ↑ 
Ascórbico ↑ ↑ - - ↑ ↓ - ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
Cafeico ↑ ↑ - - ↑ ↓ - ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
Oleico ↑ ↑ - - ↑ ↓ - ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
GSH ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
GSSG 
Quercetina - - - - ↑ ↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
Ascórbico - - - - ↑ ↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
Cafeico - - - - ↑ ↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
Oleico - - - - ↑ ↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
GSH ↑ - ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
Trehalosa 
Quercetina ↑ - - ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ - ↑ ↑ ↑ 
Ascórbico ↑ ↑ ↑ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
Cafeico ↑ ↑ ↑ ↓ - ↑ - ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
Oleico ↑ ↑ ↑ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
GSH ↑ - - ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
GR 
Quercetina - - - - - - - - ↑ - - ↑ 
Ascórbico ↑ ↑ - - ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ - - 
Cafeico ↑ ↑ - - ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ - - 
Oleico ↑ ↑ ↑ - ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ - 
GSH ↑ ↑ - - - - - - ↑ - - - 
A.Catalasa 
Quercetina ↓ ↓ - - - ↓ ↓ - - - ↓ ↓ 
Ascórbico ↓ ↓ - - - ↓ ↓ - - - ↓ ↓ 
Cafeico ↓ ↓ - - ↓ ↓ ↓ - - ↓ ↓ ↓ 
Oleico ↓ ↓ - - - ↓ ↓ - - - ↓ ↓ 
GSH  ↓ - - - ↓ ↓ - - - - ↓ 
SOD1 
Quercetina ↓ ↓ ↓ - - ↓ - n.d n.d ↓ ↓ ↓ 
Ascórbico ↓ ↓ ↓ - ↑ ↓ - n.d n.d ↓ ↓ ↓ 
Cafeico - ↓ ↓ ↑ ↓ ↓ ↓ n.d n.d ↓ ↓ ↑ 
Oleico ↓ ↑ ↓ ↑ ↓ ↓ ↓ n.d n.d ↓ n.d n.d 
GSH ↑ ↑ ↓ ↑ ↑ ↓ ↓ n.d n.d - - ↓ 
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Tomando en conjunto los parámetros analizados se puede concluir que la 
suplementación con los ácidos ascórbico, cafeico y oleico fueron los tratamientos más 
efectivos en la mejora del comportamiento tecnológico de las cepas analizadas, ya que 
aumentaron los rendimientos en la propagación de la biomasa y también su capacidad 
fermentativa, disminuyeron el daño oxidativo macromolecular, aumentaron los niveles 
de GSH y trehalosa, indujeron la actividad GR y redujeron la actividad catalasa, 
aumentando la resistencia al estrés oxidativo durante el proceso de producción de LSA 
en la mayoría de las cepas analizadas. Se ha demostrado que el ácido ascórbico regula 
la actividad de las peroxirredoxinas 1-Cys actuando como un agente reductor de los 
grupos Cys-SOH (Monteiro et al., 2007), elimina eficientemente las ROS, protege los 
lípidos de membrana frente a la peroxidación (Sies et al., 1995) e incrementa los 
niveles de glutatión reducido (GSH) (Amari et al., 2008), tal y como sucede en nuestras 
condiciones experimentales. Por otro lado, se sabe que el estrés oxidativo reprime la 
transcripción de los genes de biosíntesis de ergosterol ERG2 y ERG11 disminuyendo los 
niveles de esteroles y afectando a la composición de lípidos de membrana (Montañés 
et al., 2011; Higgins et al., 2003). Recientemente, se ha demostrado que la 
suplementación con ácido ascórbico aumenta los niveles de ergosterol mediante la 
inducción del gen ERG11 a través del factor transcripcional Upc2p (Van Hauwenhuyse 
et al., 2014). El ergosterol es un esterol que tiene funciones vitales en las células de 
levadura modulando la fluidez y la permeabilidad de las membranas, además, regula la 
progresión a la fase G1 del ciclo celular, confiere resistencia al estrés oxidativo y resulta 
esencial en la restauración de la capacidad fermentativa de la LSA al inicio de la 
fermentación (Higgins et al., 2003). Todos estos datos sugieren que los efectos 
beneficiosos del ácido ascórbico sobre la producción de biomasa y la capacidad 
fermentativa podrían estar relacionados con la inducción de la síntesis de ergosterol, 
así como de los metabolitos GSH  y trehalosa. Sin embargo, a pesar de los efectos 
beneficiosos del ácido ascórbico sobre los diferentes parámetros descritos, nuestros 
resultados no mostraron un efecto significativo en la protección final contra la 
carbonilación de proteínas. Recientemente Uehara y colaboradores (2016) han 
observado que el ascorbato media la oxidación metálica de las proteínas generando 
grupos carbonilos y su fragmentación. Teniendo en cuenta que las melazas contienen 
trazas de iones metálicos, la adición de ácido ascórbico puede dar lugar a la 
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carbonilación y fragmentación de proteínas con sitios de unión a metales no viéndose 
una mejora en la oxidación total de las proteínas.  
En cuanto al ácido cafeico, éste es uno de los principales fenoles naturales presentes 
en el propolis (resina natural vegetal) y en el aceite de argán (Charrouf y Guillaume, 
2007). Posee diversas actividades biológicas entre ellas la de antioxidante (Son y Lewis, 
2002; Koltusksuz et al., 2001; Michaluart et al., 1999; Borrelli et al., 2002). A dosis 
bajas, suprime la peroxidación de lípidos (Kimura et al., 1985) y tiene actividad 
antioxidante al capturar las ROS (Wu et al., 2011; Ozturk et al., 2012). Recientemente, 
Petelinc y colaboradores (2013) analizaron la capacidad antioxidante del propolis en 
Saccharomyces cerevisie concluyendo que la célula de levadura capta los compuestos 
fenólicos derivados del ácido cafeico presente en esta resina natural disminuyendo la 
oxidación intracelular y estimulando el metabolismo energético. Nuestros datos 
verifican la protección que ofrece el ácido cafeico frente al daño oxidativo al verse 
reducida la peroxidación lipídica y la carbonilación de las proteínas en la mayoría de las 
cepas de estudio. Recientemente se ha propuesto que los mecanismos de acción de los 
fenoles van más allá de su actividad antioxidante ya que participan en la regulación de 
diferentes rutas de señalización celular. De hecho, se ha demostrado que bajas dosis 
de ácido cafeico generan niveles de ROS no citotóxicos que puede prevenir el daño 
oxidativo del DNA por inducción de la vía de señalización MAPK-ERK (Extracellular 
signal-regulated kinase) aumentando la viabilidad de las células humanas L-02 (Li et al., 
2015). Posiblemente, los efectos antioxidantes del ácido cafeico que se observan en 
nuestro estudio puedan estar también relacionados con una activación de la ruta de 
señalización de integridad de la pared celular (CWI: Cell Wall Integrity), de hecho, el 
aumento de los niveles de glutatión total celular, observado en nuestras condiciones 
experimentales, sugiere la regulación de la homeostasis del glutatión a través del 
transportador vacuolar Ycf1p  (Yeast cadmium factor 1) regulado a su vez por Rho1p, 
proteína GTPasa que forma parte de CWI (Lee et al., 2011; Paumi et al., 2012). Por otro 
lado, el flavonol quercetina también confiere resistencia al estrés oxidativo al activar 
CWI, aumentando los niveles de fosforilación de la MAPK Slt2p y de los niveles de 
trehalosa (Vilaça et al., 2012). Sin embargo, el efecto antioxidante de la quercetina en 
nuestras condiciones experimentales fue totalmente dependiente de cepa y sólo se 
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observó un efecto de mejora de la respuesta a estrés oxidativo en las cepas del género 
Saccharomyces (excepto para D128 y D301) y en C. stellata. 
El ácido oleico es un ácido graso monoinsaturado que forma parte de la composición 
de las membranas celulares de las levaduras determinando su función fisiológica al 
afectar a la actividad de los enzimas y transportadores asociados (Avery et al., 1995; 
Vigh et al., 1998). La biosíntesis de esteroles y de ácidos grasos se ve afectada en 
respuesta a factores de estrés con el fin de mantener la eficacia de la membrana. En 
particular frente a un estrés por etanol las levaduras incrementan el índice de 
insaturación (Thomas et al., 1978; You et al., 2003) y el contenido de ergosterol 
(Shobayashi et al., 2005) de sus membranas. Por otro lado, en ausencia de oxígeno y 
lípidos exógenos, Saccharomyces cerevisiae reduce la superficie de las membranas de 
sus orgánulos hasta el límite de su viabilidad, libera intermediarios lipídicos y activa 
rutas dependientes de NADPH que aumentan los niveles de ROS dañando las 
estructuras celulares y disminuyendo su viabilidad (Rosendelf y Beauvoit, 2003; 
Landolfo et al., 2008). Por el contrario, el mantenimiento de la composición lipídica 
bajo condiciones de disponibilidad de oxígeno incrementa la viabilidad y producción de 
biomasa (Zara et al., 2009). Las levaduras vínicas pueden asimilar ácidos grasos 
insaturados, como el ácido oleico, y poliinsaturados como el linoleico, e incorporarlos 
en sus membranas celulares promoviendo el crecimiento celular y la actividad 
fermentativa (Belviso et al., 2004) y reduciendo el estrés oxidativo (Landolfo et al., 
2010). De hecho, se ha comprobado que la sobreacumulación de ácidos grasos 
poliinsaturados (PUFAs) permite una adaptación al estrés oxidativo endógeno por 
adición de H2O2 (Cipak et al., 2008) donde se observa una mayor actividad catalasa y 
mayores niveles de glutatión reducido (Andrisic et al., 2015). Sin embargo, no todos los 
lípidos tienen el mismo efecto, la suplementación de lípidos C16:1 (como el ácido 
oleico) producen un aumento en la capacidad fermentativa y viabilidad celular de las 
levaduras vínicas mientras que la suplementación con ergosterol o con PUFAs es más 
controvertida, pudiendo reducir su  viabilidad (Aguilar-Toral et al., 2014). Estos datos 
concuerdan con nuestros resultados, al no observar mejoras en la producción de 
biomasa en las cepas en estudio tras la suplementación con distintas concentraciones 
de ergosterol (Tabla III.2). Esto puede deberse al aumento del daño oxidativo 
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provocado por un exceso de fluidez de la membrana celular. Además el efecto 
negativo del ergosterol también podría estar asociado a una posible disfunción de la 
cadena de transporte electrónico, lo que incrementaría las ROS (Aguilar-Toral et al., 
2014)  así como  la producción de productos reactivos de su propia oxidación (Hill et 
al., 2012; Andreyev et al., 2014). En cambio, en la suplementación con el antioxidante 
ácido oleico observamos un incremento de la producción de biomasa y de la capacidad 
fermentativa y una mejora en la respuesta al estrés oxidativo asociado a la producción 
de LSA, como puede explicarse por el incremento en los niveles de GSH y trehalosa y 
de una inducción de la actividad glutatión reductasa. Recientemente se ha 
comprobado que el uso de co-sustratos de ácido oleico y glucosa aumentan la 
producción de biomasa al reducir el efecto Crabtree (Marc et al., 2013). El ácido oleico 
produce un incremento de la producción de biomasa, en detrimento de la producción 
de etanol, al aumentar la actividad del ciclo de los ácidos tricarboxílicos y, por 
consiguiente, la capacidad respiratoria global. Este efecto justificaría el aumento de la 
cantidad de biomasa producida en nuestros experimentos. Además el ácido oleico 
también tiene un efecto de mejora de la capacidad fermentativa, fenómeno que está 
relacionado con la reducción del daño oxidativo (peroxidación lipídica y carbonilación 
proteica) producido durante la deshidratación de la biomasa y que se asocia al efecto 
protector de los metabolitos GSH y trehalosa y al aumento de la estabilidad y 
permeabilidad de las membranas de acuerdo con los datos de Diáz-Hellín y 
colaboradores (2014) que muestran que la suplementación del agua de rehidratación 
con lípidos de membrana aumenta la permeabilidad de las membranas con el 
consiguiente aumento de la resistencia a estreses y la capacidad fermentativa de las 
levaduras (Diáz-Hellín et al, 2014).   
Aunque en términos generales las moléculas antioxidantes ácido ascórbico, cafeico y 
oleico producen una mejora fisiológica de la LSA obtenida, nuestros resultados indican 
que la capacidad antioxidante de estos compuestos es dependiente de cepa, y que una 
mejora en la producción de biomasa no implica, necesariamente, una mejora en la 
capacidad fermentativa como se observa en las cepas D18 y D128. Esta dependencia 
podría deberse a los diferentes mecanismos moleculares que operan en la respuesta a 
estrés en las diferentes cepas. Por ejemplo, existe un aumento de la capacidad 
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fermentativa de las cepas que contienen el genoma de S. uvarum (D272 y PR6), en 
cambio, los niveles de GSH se ven reducidos por dichos antioxidantes aunque exista 
estimulación de la actividad glutatión reductasa. Por el contrario, las cepas S. 
cerevisiae que aumentan el contenido de GSH se asocian con una estimulación de la 
actividad GR y de la capacidad fermentativa. Por lo tanto, el metabolismo del glutatión 
parece ser un rasgo distintivo de las cepas del Saccharomyces cerevisiae pudiendo ser 
una diana para la mejora de la tolerancia a la deshidratación. 
Otro hecho importante que se observa en este estudio es la complejidad de los 
mecanismos celulares que subyacen al estrés oxidativo y la variedad de efectos de los 
compuestos antioxidantes. Ambos factores generan gran diversidad de 
comportamientos dependientes de cepa y de la molécula antioxidante utilizada que 
hacen que una mejora fisiológica de la LSA obtenida no siempre correlacione con 
cambios en todos los marcadores de estrés oxidativo seleccionados, como es el caso 
de la cepa D301 en la cual la suplementación con el ácido ascórbico u oleico mejoran 
su capacidad fermentativa pero ni los niveles de trehalosa ni la actividad GR se ven 
modificadas, incluso los niveles de trehalosa disminuyen. También es importante 
indicar que algunos antioxidantes producen solo una mejora en propiedades 
específicas de algunas cepas, como es el caso de la quercetina, que mejora la 
capacidad fermentativa de D272 (S. bayanus var. uvarum), PR6 (S. c. x S. u.) y D128 (S. 
cerevisiae adaptada al frío). Vilaça y colaboradores (2012) determinaron que el  efecto 
antioxidante de la quercetina se debe a la reducción del daño oxidativo a lípidos y al 
aumento de la resistencia a estrés oxidativo a través de la activación de rutas de 
señalización independientes del glutatión y de la actividad catalasa está de acuerdo 
con nuestros datos donde observamos una reducción de la peroxidación lípidica y 
efectos variables sobre el glutatión y la actividad catalasa. 
A pesar de los beneficios biotecnológicos que ofrecerían el uso de las sustancias 
antioxidantes analizadas en este capítulo, la aplicación de moléculas químicamente 
puras en la industria de la alimentación es cara y controvertida. De manera que es 
necesario encontrar alternativas más económicas que posean todas o algunas de las 
moléculas antioxidantes puras anteriormente seleccionadas y que tenga un elevado 
grado alimenticio para su posible uso biotecnológico en la industria alimentaria. Por 
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ello, en el siguiente capítulo se estudia la capacidad antioxidante del aceite de argán y 
su posible uso en la producción de levadura seca activa vínica.  
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IV. EFECTO DEL ACEITE DE ARGÁN SOBRE LA RESPUESTA 
A ESTRÉS OXIDATIVO ASOCIADO A LA PRODUCCIÓN DE 
LSA EN CONDICIONES DE LABORATORIO 
En el capítulo anterior hemos podido observar que el efecto que tienen las moléculas 
antioxidantes seleccionadas sobre los parámetros de estrés oxidativo analizados es 
dependiente de cepa, siendo los ácidos ascórbico, cafeico y oleico los que protegen a 
un mayor número de cepas. Debido a esto, y a que el uso de moléculas químicamente 
puras en el campo de la alimentación puede ser cuestionado, se realizó una búsqueda 
de un compuesto natural de grado alimentario que contuviese en su composición 
todos aquellos  compuestos con actividades antioxidante que presentaron mejoras en 
la producción de LSA. Como ya se comentó en la Introducción (apartado 4.2), el aceite 
de argán virgen extra se caracteriza por contener altos niveles ácido linoleico y oleico  
y otros componentes minoritarios como los son los derivados de los ácidos grasos,  los 
tocoferoles (principalmente el γ-tocoferol), pigmentos (carotenoides y xantofilas), los 
fenoles (ácidos cafeico y felúrico, entre otros), (Cabrera-Vique et al., 2012;  El Abbassi 
et al, 2014),  y la melatonina, entre otros (Venegas et al., 2011). Por lo tanto, el aceite 
de argán contiene dos de las moléculas antioxidantes seleccionadas: el ácido oleico y el 
ácido cafeico. El ácido ascórbico no está presente pero hallamos otros componentes 
antioxidantes como: el ácido felúrico el cual se ha descrito que es más efectivo en la 
estabilización de radicales y quelación de metales que el ácido ascórbico (Berrougui et 
al., 2004), el γ-tocoferol, el β-caroteno, los esteroles (Cabrera-Vique et al., 2012; El 
Abbassi et al., 2014) y la melatonina, la cual neutraliza los radicales libres y estimula la 
síntesis de glutatión y la actividad superóxido dismutasa (Acuna et al., 2011). Por lo 
tanto, debido a su composición, decidimos analizar su capacidad para mitigar el estrés 
oxidativo asociado a la producción de la levadura seca activa como alternativa 
biotecnológica al uso de sustancias antioxidantes puras. Como se realizó en el capítulo 
III, se estudió el efecto de la suplementación del medio melaza con el aceite de argán 
sobre los parámetros tecnológicos de interés, como son el nivel de daños celulares y 
los biomarcadores de estrés oxidativo (nivel de glutatión oxidado y trehalosa, y 
actividades catalasa y glutatión reductasa) en las cepas vínicas en estudio (Capítulo III; 
Tabla III.1). 
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4.1 ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA ADICIÓN DE ACEITE DE ARGÁN SOBRE LA 
PRODUCCIÓN DE BIOMASA, CAPACIDAD FERMENTATIVA Y DAÑO 
OXIDATIVO ASOCIADO A LA LSA. 
En base a la información sobre la composición del aceite de argán (Huilie d’Argan 
Culinaire certificado Eco Cert, ARGAMIS) expuesta en su etiquetado, éste fue añadido 
en una proporción 1:100 (v/v) para conseguir una concentración final de 6 mg/mL de 
ácido oleico (concentración utilizada como antioxidante puro en el Capítulo III),  lo que 
da una concentración de polifenoles de 3.265 mg/mL en el medio melaza. 
El efecto de la adición de aceite de argán sobre la cantidad de biomasa obtenida, la 
capacidad fermentativa y el daño oxidativo de macromoléculas se muestra en la 
figuras IV.1. La adición de aceite de argán incrementa la producción de biomasa y la 
capacidad fermentativa de la LSA obtenida (Fig IV.1A y 1B) excepto en las cepas D301, 
D170, C. stellata y H. osmophila, las cuales solo mejoran el segundo parámetro, y P. 
fermentans y H. guilliermondii, en las cuales no se obtienen diferencias relevantes. 
Dicha mejoría estaría relacionada con la disminución de la peroxidación lipídica (Fig. 
IV.1 C y IV.2 C) y, por tanto, con una mayor protección de las membranas lipídicas al 
daño oxidativo. Sin embargo, no observamos ningún efecto del aceite de argán sobre 
la carbonilación proteica (Fig. IV. 1 D); efecto corroborado por el análisis estadístico 
ANOVA (Fig. IV.2 D). En la mayoría de los casos no hay diferencias respecto de la 
condición control, mientras que en otros existe un aumento de la carbonilación (cepas, 
D128, D272, y H. osmophila) asociándose con un incremento de la capacidad 
fermentativa y/o producción de biomasa;  mientras que en las cepas PR6 y P. 
fermentans disminuye la carbonilación sin poder hallar una correlación con los dos 
parámetros fisiológicos. 
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Figura IV.1. Efecto de la suplementación del medio melaza con 6 mg/mL de aceite de argán sobre los 
parámetros de interés tecnológico y el daño oxidativo. A. Rendimiento en biomasa; B. Capacidad 
fermentativa de la LSA; C. Peroxidación lipídica en LSA expresada como la cantidad de MDA por mg de 
proteína y D. Carbonilación proteíca en la LSA expresado como Ci/Pi donde el contenido de proteínas 
carboniladas fue cuantificado por análisis de imagen del western blot y los datos (Ci) fueron 
normalizados respecto la cantidad de proteína total determinada por la tinción coomassie de las 
membranas (Pi). Las barras de error corresponden a la DT de tres experimentos independientes. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre las medias dentro de una misma cepa con respecto a la 
situación control sin suplementación, están indicadas mediante un asterisco (* p <0.05, análisis t-
student). Estos resultados se ven reforzados por el análisis estádistico ANOVA de 2 factores que se 
muestra en el apartado Apéndice Figura A.11.  
4.2 ANÁLISIS DEL EFECTO DEL ACEITE DE ARGÁN SOBRE LA 
CARBONILACIÓN DE PROTEÍNAS ESPECÍFICAS DURANTE LA PRODUCCIÓN 
DE LSA. 
En el apartado anterior se analizó la carbonilación total de las proteínas donde no se 
pudo observar un patrón característico de reducción de la oxidación entre la situación 
control y la suplementación con aceite de argán, tal y como se había observado con la 
utilización de las sustancias puras ácido oleico, cafeico y ascórbico (capítulo III, 
apartado 3.2). Debido a la discrepancia en los resultados obtenidos en ambos análisis, 
decidimos realizar un estudio más exhaustivo de la carbonilación proteica en presencia 
del aceite de argán, ya que éste podría no modificar la carbonilación total pero sí 
proteger proteínas específicas contra el daño oxidativo que podría explicar el 
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incremento de la producción de biomasa y capacidad fermentativa. Para ello se optó 
por una aproximación proteómica y se realizaron geles bidimensionales IEF/SDS-PAGE 
con muestras de LSA producidas en medio melaza (control) y con suplementación con 
aceite de argán siguiendo la estrategia que se detalla en la figura IV.2. 
 
Figura IV.2. Esquema de trabajo seguido para el análisis e identificación de las proteínas carboniladas 
durante la producción de LSA en medio melaza sin y con suplementación con aceite de argán (Ver 
apartado 4 de Metodología). 
Con el fin de simplificar el análisis, se utilizaron únicamente tres de las cepas de 
levaduras vínicas utilizadas en fases anteriores del trabajo que poseen un cantidad de 
biomasa producida similar pero diferente capacidad fermentativa. La cepa T73 se 
utilizó como control, la cepa D170 (mayor capacidad fermentativa que T73) y la cepa 
D301 (menor capacidad fermentativa que T73); todas ellas S. cerevisiae debido a la 
disponibilidad de bases de datos de secuencias proteicas. 
A continuación, en la figura IV.3 se muestra un ejemplo de los geles obtenidos para el 
análisis de proteínas carboniladas diferencialmente entre la condición control y 
suplementación con aceite de argán para la cepa control T73. Las imágenes fueron 
analizadas mediante el software SameSpots. En la identificación de proteínas 
carboniladas diferencialmente se utilizó como filtro: manchas proteícas (spots) 
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diferentes en la imagen Bodipy (carbonilación) pero no diferentes en la imagen Sypro 
(cantidad proteína específica). También se muestra la imagen de la tinción con plata, 
necesaria para seleccionar los spots que posteriormente serán identificados por 
MALDI-TOF o LC-MS/MS. 
 
Figura IV.3. Análisis de proteínas carboniladas diferencialmente entre la condición control  y con 
suplementación con aceite de argán en la cepa T73 mediante geles 2-DE. Las imágenes Bodipy y Sypro 
corresponden a un mismo gel. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.  
 
Por último, en la figura IV.4 se muestran las proteínas carboniladas diferencialmente entre las 
2 condiciones  (control y argán)  para las tres cepas en estudio.  
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Figura IV.4. Proteínas carboniladas diferencialmente entre las 2 condiciones  (control y argán) en las 
tres cepas en estudio. A) T73 (26 proteínas); B) D170 (68 proteínas) y C) D301 (46 proteínas). Las 
proteínas numeradas muestran un estado de carbonilación diferencial entre las condiciones control y 
argán (Gel Bodipy) sin afectar a la cantidad de la proteína en cuestión (Gel Sypro). Todos los 
experimentos se realizaron por triplicado. 
Tras comprobar que la cantidad de proteína en cada mancha proteíca de interés era 
suficiente para su identificación, se seleccionaron 17 proteínas de la cepa T73 (15 
fueron identificadas); 33 proteínas de la cepa D170 (30 fueron identificadas) y 20 
proteínas de la cepa D301 (20 fueron identificadas). La tabla IV.1 recoge las proteínas 
identificadas por MALDI-TOF o LC-MS/MS y la información obtenida a partir de la 
cuantificación relativa de los niveles de carbonilación de proteínas utilizando el 
programa de análisis de imagen SameSpots. Los valores obtenidos fueron 
normalizados en función de la cantidad de cada proteína presente en los geles 2-DE 
Sypro, ya que una mayor acumulación de la proteína normalmente está asociada a un 
aumento en la visualización de las manchas carboniladas. 
La Tabla IV.1 recoge las proteínas diferencialmente carboniladas en la LSA entre las 
condiciones control (sin suplementación) y suplementación del medio melaza con 
aceite de argán para las tres cepas en estudio, en las cuales aparecen proteínas 
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pertenecientes a 6 grupos funcionales de acuerdo a la función biológica descrita en las 
bases de datos SGD (Saccharomyces Genome Database; http://www.yeastgenome.org/) 
y UniProtKB/Swiss-Prot (http://www.uniprot.org/): 1. Metabolismo de carbohidratos; 2. 
Metabolismo de lípidos; 3. Síntesis de proteínas y metabolismo de aminoácidos; 4. 
Metabolismo de purinas y pirimidinas; 5. Proteínas de choque térmico y carabinas 
moleculares; y, finalmente, 6. Proteínas de resistencia a estrés. 
Tabla IV.1 Proteínas diferencialmente carboniladas en la LSA tras la suplementación con aceite de 
argán en las tres cepas en estudio. 
   T73   D170   D301  
Nombre proteína Nºa Cntrl Argn Nºa Cntrl Argn Nºa Cntrl Argn 
 Ic/Ip
b Ic/Ip
b Ic/Ip
b 
Metabolismo carbohidratos 
Gnd1p 
Fosfogluconato 
deshidrogenasa 
596 1.30 0.89    
741 
937 
1.17 
1.34 
0.69 
0.94 
Eno2p 
Fosfopiruvato 
hidratasa 
647 1.07 0.61 
1398 
1053 
1401 
1460 
1984 
1.29 
1.45 
0.74 
0.79 
0.94 
0.76 
0.69 
0.41 
0.47 
0.62 
1096 1.74 0.76 
Eno1p 
Fosfopiruvato 
hidratasa 
1523 1.25 0.85 
1492 
1739 
1526 
1.25  
2.40 
1.12 
0.73 
0.48 
0.75 
   
Cdc19p Piruvato quinasa       
976 
1192 
0.67 
0.81 
1.05 
1.55 
Fba1p 
Fructosa 1,6-
bifosfato aldolasa 
   
1339 
1388 
1725 
1869 
0.59 
0.51 
0.92  
0.89 
1.83 
1.79 
1.65 
1.27 
1249 1.41 0.78 
Tdh3p 
Gliceraldehído 3-
P deshidrogenasa 
   
1698 
1917 
1937 
1980 
1.06 
1.81 
1.17 
1.79 
0.66 
0.67 
0.75 
0.62 
1654 
1694 
1.44 
1.54 
0.75 
0.77 
Pgk1p 
3-fosfoglicerato 
quinasa 
      
996 
1448 
1.91 
2.10 
0.61 
1.08 
Pdc1p 
Piruvato 
descarboxilasa 
1613 1.77 0.89 1858 0.96 0.61    
Acs2p Acetil-CoA sintet    1854 1.17 0.57    
Adh1p 
Alcohol 
deshidrogenasa 
   1868 1.66 0.67    
Sec53p fosfomanomutasa    1432 0.69 1.66    
Metabolismo de lípidos 
Gde1p 
Glicerofosfocolina 
fosfodiesterasa 
303 1.21 0.50       
Ura7p CTP sintasa I 337 0.82 0.51       
Erg20p 
Farnesil 
pirofosfato 
sintasa 
843 1.33 1.07       
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Tabla IV. 1. (Continuación) 
   T73   D170   D301  
Nombre proteínaa Nºb Cntrl Argn Nºb Cntrl Argn Nºb Cntrl Argn 
 Ic/Ip
c Ic/Ip
c Ic/Ip
c 
Síntesis de proteínas y metabolismo de aminoácidos 
Tef1/2p 
Factor de 
elongación 1α 
914 
1090 
1.35 
0.95 
1.07 
0.67 
1051 2.05 0.76 1489 2.56 0.83 
Yef3p 
Factor de 
elongación 3 
      
403 
487 
0.37 
0.39 
1.00 
1.83 
Eft1p 
Factor de 
elongación 2 
   1473 0.45 1.9 976 0.67 1.07 
Tef4p 
Factor de 
elongación 1γ 
   1239 1.42 0.66 1152 1.62 0.89 
Rpl5p 
Prot. ribosomal L5 
(60S) 
      1139 1.39 0.41 
Rpl22Ap 
Prot.ribosomal 
L22 (60S) 
   1973 0.71 0.5    
Rps19Bp Prot.ribosomal 
L19 (40S) 
   1912 2.43 0.61    
Lys12p 
Homo-isocitrato 
deshidrogenasa 
1197 1.34 1.03       
Met17p Sulfhidrilasa       1034 0.37 1.18 
Arg1p 
Arginosuccionato 
sintetasa 
   1389 0.69 0.97    
Asn1 Asparagina sintet.    1702 0.68 2.04    
Metabolismo purinas y pirimidinas 
Ura7p CTP sintasa I 337 0.82 0.51       
Ade13
p 
Adenilosuccinato 
liasa 
621 1.48 1.06       
Adk1p Adenilato quinasa       1796 2.21 0.65 
Proteínas de choque térmico y carabinas moleculares 
Ssb1p/
Ssb2p 
Familia hsp70 
744 
757 
0.99 
1.12 
0.66 
0.72 
      
Ssa1p/
Ssa2p 
Familia hsp70 829 1.15 0.97 1674 1.19 0.71    
Cpr6p 
Peptidil prolil 
isomerasa 
      1092 0.61 1.24 
Hsp42p 
Proteína de 
choque térmico 
   1947 1.55 0.49    
Cct8p 
Carabina 
molecular 
   257 1.58 0.62    
Proteínas de resistencia a estrés 
Glr1p 
Glutatión 
reductasa 
      1272 2.18 0.95 
Rod1p 
Proteína de 
resistencia o-
dinitrobenceno 1 
1100 1.35 0.58       
El código de colores utilizado corresponde a (     ) disminución de la carbonilación y (     ) aumento de la 
carbonilación tras la suplementación del medio melaza con el aceite de argán respecto a la condición 
control (sin suplementación) con un Anova p-valor ≤0.05. 
aNombre proteína: Base de datos Saccharomyces Genome Database. 
bNº: Número de la mancha proteíca carbonilada diferencialmente respecto la condición control 
localizada en los western 2-DE. Las proteínas con varios números de spots corresponden a proteínas 
para las que se detectan varias isoformas. 
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cIc/Ip: Carbonilación media (uso de 3 geles) relativa expresada como la intensidad de la señal de los 
grupos carbonilos relativizada frente a la intensidad de señal obtenida para cada proteína a partir de los 
geles 2-DE Sypro. 
A continuación se representa un diagrama de Venn (Figura IV.5) que muestra el 
número proteínas que reducen su oxidación tras la suplementación con aceite de 
argán para cada cepa, así como el número de ellas que coinciden entre cada pareja de 
cepas y entre las tres. Como se puede observar, sólo 2 proteínas (Eno2p y Tef1/2p) ven 
reducido su nivel de carbonilación en presencia de aceite de argán en las 3 cepas 
analizadas viéndose mejorada la ruta de glucolisis (Eno2p convierte el fosfoglicerato a 
fosfoenolpiruvato) y la traducción de proteínas (Tef1/2p estimula la unión de los 
aminoacil-t-RNA a los ribosomas) siendo por ello de interés biotecnológico el uso del 
aceite de argán en la producción de LSA y en cell factories.  
 
Figura IV.5. Diagrama de Venn del número de proteínas que reducen su carbonilación tras la 
suplementación con aceite de Argán. 
En la figura IV.6 se han representado todas las proteínas (tomando en conjunto las tres 
cepas) que han visto modificado su nivel de carbonilación en la LSA tras la 
suplementación con el aceite de argán en medio melaza, especificando cada uno de los 
procesos fisiológicos en los que participan, lo que puede aportar información de cómo 
el aceite de argán afecta a la cantidad de biomasa obtenida y a su eficiencia 
fermentativa en la  producción de la LSA. 
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Figura IV.6. Esquema representativo de los procesos metabólicos en los que participan proteínas cuyo 
nivel de carbonilación se ve afectado tras la suplementación con el aceite de argán en la LSA. En rojo 
se muestran las proteínas diferencialmente carboniladas entre el control (sin suplementación) y la 
suplementación con el aceite de argán. En gris se representa el metabolismo de los carbohidratos; en 
verde el metabolismo de los lípidos; en granate el metabolismo de purinas y pirimidinas; en azul el 
metabolismo de los aminoácidos; en morado la síntesis de proteínas y en negro el remodelado de la 
cromatina. Por simplicidad, se ha omitido la utilización de (p) como indicativo de proteína en los 
nombres que aparecen en la figura ya que todos ellos representan únicamente proteínas. 
Gómez-Pastor y colaboradores (2012a) observaron que a lo largo del proceso de 
producción de biomasa existe un incremento en la carbonilación de proteínas 
pertenecientes a 6 grupos funcionales: 1. Estrés oxidativo (tales como Pdi1p, Ahp1p; 
Ilv5p); 2. Metabolismo del ATP (Vma1p; Ipp1p); 3. Ciclo de Krebs (Aco2p; Ach1p); 4. 
Choque térmico y carabinas moleculares (Ssb1p; Ssa1p; Cpr5p); 5. Glicolisis y 
fermentación (Eno1p, Eno2p; Pgk1; Tdh3p; Adh1p; Fba1p; Pdc1p); 6. Síntesis de 
proteínas y metabolismo de aminoácidos (Lys4p, Tef1p) que comprometerían la 
eficacia fermentativa y la respuesta a estrés oxidativo de la LSA producida. Los 
resultados obtenidos con la adición de aceite de argán muestran una menor 
carbonilación de proteínas en los 3 últimos grupos funcionales; Choque térmico y 
carabinas moleculares, Glicolisis y fermentación y Síntesis de proteínas y metabolismo 
de aminoácidos.  Además, se observa una menor oxidación en las proteínas del 
metabolismo de los lípidos y de las bases nitrogenadas lo que explicaría la mejora que 
se obtiene  en la capacidad fermentativa de las tres cepas estudiadas. Por otro lado, 
los datos sugieren que el aceite de argán podría favorecer la síntesis de ergosterol y el 
reciclaje de los fosfolípidos en la cepa T73, más concretamente de la fosfatidilcolina, ya 
que se observa una redución en el nivel de  oxidación de las proteínas Erg20p (Farnesil 
pirofosfato sintasa) y Gde1p (Glicerofosfocolina fosfodiesterasa), lo que podría ir 
acompañado de una mayor actividad de las mismas en esas condiciones y, en ese caso,  
que ayudaría a mantener la composición lipídica de las membranas incrementando la 
viabilidad, la capacidad de respuesta a diferentes estreses, la producción de biomasa y  
la capacidad fermentativa (Scott y Pawson, 2000; Zara et al., 2009). La suplementación 
con el aceite de argán también reduce la carbonilación de proteínas pertenecientes a 
otros grupos funcionales como, por ejemplo, la síntesis de proteínas y metabolismo de 
aminoácidos. A final de proceso de producción de LSA, las células presentan limitación 
de nutrientes y necesidad de aminoácidos por lo que diferentes genes que codifican 
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para proteínas ribosomales se encuentras reprimidos (Gómez-Pastor et al., 2010a). Por 
lo tanto, la menor carbonilación en estas proteínas aumentaría la capacidad de 
respuesta ante un cambio de las condiciones ambientales como sería la inoculación del 
mosto (situación con abundancia de nutrientes). Además, la protección de enzimas 
que participan en la síntesis de aminoácidos ofrecería un aporte de nitrógeno y una 
mejora en la respuesta a estrés. Recientemente se ha observado que altos niveles de 
glutamina o lisina aumentan la resistencia a la deshidratación (López-Martínez et al., 
2014). Por otro lado, la arginina puede ser utilizado como precursor de la glutamina, la 
prolina y el monóxido de nitrógeno (NO) los cuales confieren resistencia a estrés 
oxidativo (Kitagaki y Takagi, 2014; Liang et al., 2014; Monné et al., 2015). También se 
ha observado que la oxidación del aminoácido metionina libre confiere resistencia a 
H2O2 (García-Santamarina et al., 2013).  
Por último, la menor carbonilación observada en las proteínas que participan en el 
metabolismo de las bases nitrogenadas y en la remodelación de la cromatina podría 
resultar en un aumento de la capacidad de reparación del daño oxidativo sobre el DNA 
producido durante la producción de LSA. 
4.3 ANÁLISIS DEL EFECTO DEL ACEITE DE ARGÁN SOBRE EL ESTRÉS 
OXIDATIVO SUFRIDO DURANTE LA PRODUCCIÓN DE LSA. 
En la figura IV.7 se muestra el efecto de la suplementación del medio melaza con 
aceite de argán sobre los parámetros indicativos de estrés oxidativo. En términos 
generales, la adición del aceite al medio melaza mejora la respuesta a estrés oxidativo 
independientemente de la cepa estudiada ya que aumenta la actividad glutatión 
reductasa tras la deshidratación (Fig. IV.7C) y niveles de trehalosa (Fig. IV.7B), y reduce 
la actividad catalasa (Fig. IV.7D) y los niveles de GSSG (Fig. IV.7A) tras la deshidratación 
de forma similar a los compuestos antioxidantes puros. Además, podemos observar 
que la suplementación con el aceite de argán aumenta los niveles de glutatión total y 
reducido por lo que, junto la reducción de los niveles de GSSG, aumenta el ratio 
GSH/GSSG, sugiriendo que podría estar estimulando la síntesis de gluatión. Como se ha 
comentado en el capítulo anterior, los antioxidantes ácido cafeico (Lee et al., 2011; 
Paumi et al., 2012), ácido ascórbico (Amari et al., 2008) y ácido oleico (Andrisic et al., 
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2015) podrían jugar un importante papel en la homeostasis del glutatión, 
probablemente a partir de su participación en diferentes procesos como pueden ser la 
detoxificación de ROS, la estimulación de su síntesis de novo, la inducción de la 
actividad GR y la regulación de su movilización desde su almacenamiento en la 
vacuola. 
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Figura IV.7. Análisis de los biomarcadores predictivos en la LSA tras la propagación de la biomasa en 
melaza suplementada con aceite de argán. A. Niveles de GSSG; B. Niveles de trehalosa; C. Actividad 
glutatión reductasa (GR) (GRLSA: Actividad glutatión reductasa de la levadura seca activa; GRBIOMASA: 
Actividad glutatión reductasa de la biomasa fresca, sin deshidratar). D. Actividad catalasa (CATLSA: 
Actividad catalasa de la levadura seca activa; CATBIOMASA: Actividad catalasa de la biomasa fresca, sin 
deshidratar). Las barras de error corresponden a la DT de tres experimentos independientes. Las 
diferencias estadísticamente significativas entre las medias dentro de una misma cepa con respecto a la 
situación control sin suplementación, están indicadas mediante un asterisco (* p<0.05, análisis t-
student). Estos resultados se ven reforzados por el análisis estádistico ANOVA de 2 factores que se 
muestra en el apartado Apéndice Figura A.12.  
Resultados y desarrollo argumental                                                                               Capítulo IV 
 
235 
Tabla IV.2. Niveles de glutatión total y glutatión reducido (GSH) en LSA procedente de melaza 
suplementada con aceite de argán. 
Cepa 
Control Argán Control Argán 
nmol Glutatión total/ mg células nmol GSH/ mg células 
T73 1,53 (±0,08) 1,93 (±0,07) 1,50 (±0,09) 1,90 (±0,09) 
D18 1,77 (±0,18) 1,50 (±0,15) 1,37 (±0,18) 1,47 (±0,05) 
D170 1,28 (±0,03) 1,78 (±0,11) 1,24 (±0,03) 1,73 (±0,04) 
D301 1,24 (±0,05) 1,65 (±0,08) 1,20 (±0,04) 1,54 (±0,04) 
D128 2,08 (±0,28) 1,46 (±0,01) 1,53 (±0,24) 1,37 (±0,10) 
D272 1,42 (±0,07) 1,64 (±0,07) 1,05 (±0,07) 1,53 (±0,06) 
PR6 2,94(±0,31) 5,61 (±0,74) 2,77 (±0,29) 5,18 (±0,15) 
C. stellata 2,70 (±0,33) 1,61 (±0,02) 2,41 (±0,36) 1,50 (±0,06) 
T. delbrueckii 0,63 (±0,04) 1,27 (±0,31) 0,29 (±0,13) 1,24 (±0,02) 
P. fermentans 1,22 (±0,43) 3,03 (±0,07) 1,05 (±0,17) 2,91 (±0,17) 
H. osmophila 0,70 (±0,19) 1,49 (±0,04) 0,55 (±0,18) 1,40 (±0,07) 
H. guilliermondii 0,99 (±0,18) 1,79 (±0,15) 0,86 (±0,07) 1,72 (±0,12) 
Las celdas destacadas fueron significativamente diferentes del control (células deshidratadas de cultivos 
en melaza no suplementada) con p <0.05 (análisis t-student) (celdas más oscuras indican un aumento en 
la cantidad de glutatión total o GSH por mg de células). Entre paréntesis, valor de la DT de tres 
experimentos independientes. 
 
Al igual que en el capítulo anterior, se realizó un análisis estadístico de componentes 
principales (PCA, Principal Component Analysis) con el fin de generar un gráfico de 2 
dimensiones (2D-plot) que revele un patrón sobre el efecto de la suplementación con 
el aceite de argán sobre los parámetros fisiológicos y de estrés oxidativo medidos que 
justifiquen su uso potencial en la producción de levadura seca activa (Figura IV.8). 
Como se observa en la figura IV.8, el tratamiento con aceite de argán, 
independientemente de la cepa (excepto para D301), quedan a la derecha del gráfico y 
en correlación directa con un mayor incremento, respecto la situación control, de los 
parámetros: inducción de la actividad glutatión reductasa, capacidad fermentativa, 
niveles de trehalosa y producción de biomasa. Además, existe una correlación inversa 
con los parámetros: inducción de la actividad catalasa, niveles de GSSG y peroxidación 
lipídica.  
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Figura IV.8. Análisis estadístico de componentes principales (CPA) para las cepas de estudio. Efecto de 
la suplementación de la melaza con aceite de argán sobre las variables dependientes (rendimiento en 
biomasa, capacidad fermentativa, peroxidación lipídica, carbonilación de proteínas, metabolitos 
protectores y actividades enzimáticas) con una varianza total representada del 62%. Componente 1 (eje 
de abscisas) definida por los niveles de trehalosa, la capacidad fermentativa y la producción de biomasa 
(≥0.8), peroxidación lipídica, niveles de GSSG y por la inducción de la actividad catalasa (≥-0.65); 
componente 2 (eje de ordenadas) definida por la carbonilación de proteínas (≥0.65). 
Por lo tanto, en base al conjunto de análisis estadísticos de nuestros datos podemos 
concluir que la suplementación del medio melaza con 6 mg/mL de aceite de argán 
mejora la eficacia del proceso de obtención de LSA al aumentar el rendimiento de 
biomasa y la capacidad fermentativa del producto obtenido independientemente de la 
levadura utilizada. Dicho avance biotecnológico estaría asociado a la mejora de la 
respuesta al estrés oxidativo que tiene lugar en el proceso de producción de levadura 
seca activa. 
Aunque la capacidad antioxidante del aceite de argán está definida por el conjunto de 
moléculas antioxidantes que lo componen gran parte de dicha capacidad estaría 
asociada a sus compuestos fenólicos y lípidos insaturados. Como ya hemos comentado 
en el capítulo anterior, el uso de co-sustratos de ácido oleico y glucosa aumentan la 
producción de biomasa al reducir el efecto Crabtree (Marc et al., 2013). El ácido oleico 
produciría un incremento de la producción de biomasa al aumentar la actividad del 
ciclo de los ácidos tricarboxílicos y, por consiguiente, la capacidad respiratoria global 
que justificaría el aumento de la cantidad de biomasa pero no el aumento de la 
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capacidad fermentativa. Este último fenómeno estaría relacionado con la reducción 
del daño oxidativo a lípidos y a DNA y a la menor carbonilación de las proteínas 
glicolíticas y de fermentación asociado al efecto protector de los metabolitos GSH y 
trehalosa, síntesis de novo de aminoácidos y bases nitrogenadas y al aporte de nuevos 
lípidos, dando lugar a un aumento de la estabilidad de las membranas celulares. Los 
compuestos fenólicos modulan la homeostasis del GSH (Lee et al., 2011; Paumi et al., 
2012) y la ruta de integridad de la pared celular, activando la respuesta a estrés 
general y estimulando la síntesis de trehalosa (Vilaça et al., 2012; Tapia et al., 2015), 
Por otro lado, la propia suplementación con el aceite de argán aumenta el contenido 
de ácidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares lo que, en conjunto, 
produce un aumento de la viabilidad y de la capacidad fermentativa del producto final. 
En conclusión, nuestros resultados permiten proponer el uso de compuestos naturales 
de grado alimentario, como el aceite de argán, en procesos industriales que implican 
un elevado estrés oxidativo, tal como la producción biotecnológica de inóculos 
deshidratados (Gamero-Sandemetrio et al., 2015). 
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V. VALIDACIÓN DE LOS EFECTOS DEL ACEITE DE ARGÁN 
SOBRE LA EFICIENCIA DE LA LSA EN SIMULACIONES A 
ESCALA DE LABORATORIO DE LA PROPAGACIÓN 
INDUSTRIAL DE BIOMASA Y DE LA VINIFICACIÓN 
La simulación a escala de laboratorio de los procesos industriales de propagación de 
biomasa de levadura vínica posibilita el estudio de los procesos industriales 
permitiendo el análisis de factores que afectan al rendimiento en biomasa y a las 
propiedades fisiológicas de las levaduras producidas para ser extrapoladas 
posteriormente a las industrias de producción. A pesar de que existen ciertas 
diferencias en cuanto a las condiciones de cultivo (Tabla V.1), los resultados obtenidos 
en condiciones de simulación se asemejan a los resultados obtenidos a escala de 
planta piloto y, por tanto, podrían ser extrapolables a la industria de producción (Garre 
et al., 2010;  Gómez-Pastor et al.,  2010b). 
Dado los buenos resultados obtenidos en rendimiento y capacidad fermentativa de la 
biomasa deshidratada procedente de medios de cultivo melaza suplementada con 
aceite de argán, simulando la fase batch del proceso industrial de producción de 
biomasa, se procedió a estudiar su efecto en el proceso completo de propagación 
industrial a escala de laboratorio en las tres cepas vínicas S. cerevisae de interés 
enológico con diferente eficiencia fermentativa: T73 (como control), D170 (con mayor 
capacidad fermentativa que T73) y D301 (con menor capacidad fermentativa que T73). 
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Tabla V.1. Comparación de las condiciones en la propagación de biomasa de levaduras vínicas a escala 
de laboratorio y planta piloto. En ambos casos se realiza un simulación del proceso industrial en dos 
etapas: fase de batch y fase de fed-batch (Pérez-Torrado et al., 2005; Gómez-Pastor, 2010). 
 LABORATORIO PLANTA PILOTO 
MEDIOS DE CULTIVO 
Melaza de remolacha 
Batch: 61 g/L        Fed-
Batch: 100 g/L 
Batch: Melaza diluida + azúcar 
añadido. 80 g/L                        
Fed-batch: mezcla de melaza 
remolacha y melaza de caña de 
azúcar. 300 g/L 
pH 
4.5                            
Batch: variación libre 
Fed-batch: constante 
4.8                                            
Constante 
DURACIÓN DEL PROCESO 
Batch: 40-45 h 
(consumo total del 
etanol)                    
Fed-batch: ~67h 
Batch: 24 h                                 
Fed-Bacth: 24 h 
ALIMENTACIÓN (fed-batch) 
Biomasa total obtenida 
en el batch           
Rampa manual 
Eliminación y dilución de la 
biomasa                                       
Rampa automatizada 
RENDIMIENTO (g biomasa/g de azúcares) 0.18 ± 0.017 0.47 ± 0.01 
5.1 ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA ADICIÓN DE ACEITE DE ARGÁN SOBRE LA 
PRODUCCIÓN DE BIOMASA, CAPACIDAD FERMENTATIVA Y DAÑO 
OXIDATIVO ASOCIADO A LA LSA. 
Al igual que en el capítulo IV, el aceite de argán (Huilie d’Argan Culinaire certificado 
Eco Cert, ARGAMIS) fue añadido en un ratio 1:100 (v/v) proporcionando una 
concentración final de 6 mg/mL de ácido oleico y 3.265 mg/mL de polifenoles en el 
medio melaza. 
En la figura V.1 se muestra el efecto de la suplementación con aceite de argán sobre la 
producción de biomasa, la capacidad fermentativa y la peroxidación de lípidos, como 
indicador de daños oxidativos sobre las macromoléculas. En condiciones de simulación 
del proceso industrial de propagación de biomasa, la suplementación del medio 
melaza con aceite de argán aumentó el rendimiento en biomasa (expresada como g 
biomasa seca/g azúcares) de forma similar en las tres cepas de estudio: T73 con un 
aumento de 1.28 ± 0.015 veces, D170 con 1.23 ± 0.020 veces y D301 con 1.17 ± 0.014 
veces (Fig. V.1A). La capacidad fermentativa (CF) de la LSA producida (Fig. V.1B) 
también se vio incrementada tanto en la biomasa procedente de la fase batch como de 
la fase fed-batch aunque, en condiciones industriales reales, interesaría en el aumento 
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de la capacidad fermentativa tras la fase fed-batch ya que ese es el producto final 
empleado en las vinificaciones. En este caso, conseguimos prácticamente duplicar la 
capacidad fermentativa de  las cepas T73 con 1.95 ± 0.05 veces y D170 con 1.94 ± 0.04 
veces. El aumento sería menor para la cepa D301 con 1.72 ± 0.02 veces. También se 
pudo observar que la capacidad fermentativa de la biomasa procedente de la fase fed-
batch es menor respecto de la fase batch corroborando resultados ya obtenidos en 
nuestro laboratorio (Gómez-Pastor, 2010). Esta disminución de la capacidad 
fermentativa estaría asociada a la disminución de la actividad por carbonilación de 
diversos enzimas glicolíticos  como alcohol deshidrogenasa, piruvato descarboxilasa y 
enolasa (Gómez-Pastor et al., 2012a) a consecuencia de un metabolismo respiratorio 
prolongado, además, las diferencias en la capacidad fermentativa entre cepas podría 
deberse principalmente a diferencias fisiológicas en la respuesta al estrés oxidativo 
(Gómez-Pastor, 2010) ya que como se observa en los niveles de peroxidación de lípidos 
(Fig. V.1C) en la fase fed-batch, los niveles son similares para las cepas T73 y D170 
mientras que son mayores para la cepa D301. El incremento de la capacidad 
fermentativa provocado por la suplementación con el aceite de argán se debe, en 
parte, a la disminución del estrés oxidativo que implica este proceso de producción de 
LSA al reducir los niveles de peroxidación de lípidos, siendo más acusada en la fase 
batch que en la fase fed-batch. Además, como ya se había observado en nuestro 
laboratorio, los niveles de oxidación de lípidos son mayores en la primera fase del 
proceso debido al mayor estrés oxidativo asociado al cambio diaúxico (agotamiento de 
azúcares y transición metabólica), como también a la renovación de membranas que 
ocurre durante la fase fed-batch reduciendo el daño oxidativo en esta fase (Gómez-
Pastor et al., 2012a). 
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Figura V.1. Efecto de la suplementación del medio melaza con 6 mg/mL de aceite de argán sobre el 
rendimiento y el daño oxidativo. A. Rendimiento en biomasa expresado como g biomasa seca/ g de 
azúcares. Se realizaron dos simulaciones de producción por cepa y condición (control o argán). B. 
Capacidad fermentativa (mL CO2/10
7 células) en medio sintético YPGF a partir de LSA  procedente de la 
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fase batch y fase fed-batch. Se realizaron tres experimentos independientes por cepa y condición. C. 
Peroxidación lipídica (pmol de malondialdehido (MDA)/mg de células)  en LSA procedente de las fase 
batch y fed-batch. Las barras de error representan la DT entre las réplicas procedentes de 2 
producciones independientes para cada cepa y condición. Los grupos de medias que son 
estadísticamente diferentes entre sí (p <0.05) están indicados con letras diferentes. Estos resultados se 
ven reforzados por el análisis estádistico ANOVA de 2 factores que se muestra en el apartado Apéndice 
Figura A.13.  
5.2 ANÁLISIS DEL EFECTO DEL ACEITE DE ARGÁN SOBRE EL ESTRÉS 
OXIDATIVO SUFRIDO DURANTE LA PRODUCCIÓN DE LSA. 
Como en capítulos anteriores, se analizaron también los biomarcadores predictivos de 
estrés oxidativo (niveles de trehalosa y GSSG, actividad catalasa y glutatión reductasa) 
para evaluar el estado fisiológico de las levaduras utilizadas y determinar el efecto del 
aceite de argán sobre el mismo. 
En la figura V.2 se muestra el efecto de la suplementación del medio melaza con aceite 
de argán sobre el metabolismo del glutatión. Si nos fijamos en los niveles de glutatión 
oxidado (GSSG) (Fig. V.2A) podemos observar resultados muy dispares entre cepas 
tanto en el control como en el efecto del aceite de argán indicando su distinta 
fisiología. En cambio, nos ofrecen mayor información los niveles de GSH y glutatión 
total (Figura V.2B y 2C). Estudios anteriores de nuestro grupo mostraron la variación 
de los niveles de glutatión durante la producción de biomasa, determinando una 
disminución de los niveles de glutatión total a lo largo de la fase batch asociada al 
mayor estrés oxidativo que tiene lugar en esta etapa, para luego aumentar hasta 
niveles iguales o superiores al estado basal al final de la fase fed-batch (T73 con un 
contenido de 24 nmol GSH total/ mg células a final de la fase fed-batch) (Gómez-Pastor 
et al., 2012a). Nuestros datos corroboran ese comportamiento en las cepas T73 y 
D170, aunque en este caso las determinaciones se han llevado a cabo sobre biomasa 
deshidratada y, por ello, los valores son del orden de 10 veces menores a los 
observados en la biomasa sin deshidratar, debido al estrés oxidativo adicional que 
supone la desecación. En cuanto a la cepa D301 (Figura V.2B), ésta presenta una 
disminución de los niveles de GSH al final de la fase de fed-batch lo cual podría explicar 
la menor capacidad fermentativa que presenta esta cepa con respecto a las otras dos 
cepas estudiadas al completar el proceso de propagación de la biomasa en condiciones 
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redox menos favorables para afrontar la posterior recuperación del metabolismo 
fermentativo al ser inoculada en medio de vinificación. Respecto a la suplementación 
con el aceite de argán, en las tres cepas se observa una estimulación de la síntesis del 
glutatión presentando un aumento de la relación GSH/GSSG (Figura V.2D)  tal y como 
se observa en la suplementación con los antioxidantes puros. 
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Figura V.2. Efecto de la suplementación del medio melaza con aceite de argán sobre el metabolismo 
del glutatión en la LSA procedente de las fases batch o fed-batch de la propagación de biomasa. A. 
Niveles de glutatión oxidado (GSSG) B. Niveles de glutatión reducido (GSH) C. Niveles de glutatión total y 
D. Ratio GSH/GSSG. Las barras de error representan la DT entre las réplicas procedentes de 2 
producciones independientes para cada cepa y condición. Los grupos de medias que son 
estadísticamente diferentes entre sí (p <0.05) están indicados con letras diferentes. Estos resultados se 
ven reforzados por el análisis estádistico ANOVA de 2 factores que se muestra en el apartado Apéndice 
Figura A.14. 
Respecto al resto de parámetros indicativos de estrés (Fig. V.3), se observa un 
aumento de los niveles de trehalosa intracelular y de las actividades glutatión 
reductasa (GR) y catalasa al comparar la LSA procedente de la fase batch y fed-batch 
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que concuerda con los patrones observados en nuestro laboratorio (Gómez-Pastor, 
2010). En cuanto a la suplementación con el aceite de argán, independientemente de 
la cepa, provoca un aumento de la acumulación de trehalosa (Fig. V.3A), una mayor 
actividad glutatión reductasa (Fig. V.3B) y una menor actividad catalasa (Fig. V.3C) en la 
LSA procedente de ambas fases que junto los mayores niveles de GSH conlleva una 
mejora en la respuesta al estrés oxidativo, incrementando el rendimiento en biomasa y 
la capacidad fermentativa de la LSA obtenida. 
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Figura V.3. Efecto de la suplementación del medio melaza con aceite de argán en la LSA procedente de 
las fases batch o fed-batch de la propagación de biomasa sobre los parámetros: A. Niveles de trehalosa 
intracelular B. Actividad glutatión reductasa (GR) (GRLSA: Actividad glutatión reductasa de la levadura 
seca activa; GRBIOMASA: Actividad glutatión reductasa de la biomasa fresca, sin deshidratar). C. Actividad 
catalasa (CATLSA: Actividad catalasa de la levadura seca activa; CATBIOMASA: Actividad catalasa de la 
biomasa fresca, sin deshidratar). Las barras de error representan la DT entre las réplicas procedentes de 
2 producciones independientes para cada cepa y condición. Los grupos de medias que son 
estadísticamente diferentes entre sí (p <0.05) están indicados con letras diferentes. Estos resultados se 
ven reforzados por el análisis estádistico ANOVA de 2 factores que se muestra en el apartado Apéndice 
Figura A.15. 
5.3 ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA PROPAGACIÓN DE LA BIOMASA EN 
PRESENCIA DE ACEITE DE ARGÁN SOBRE EL COMPORTAMIENTO EN 
VINIFICACIÓN. 
Una vez determinado que la suplementación del medio melaza con el aceite de argán 
mejora el rendimiento en la propagación de biomasa y también su capacidad 
fermentativa ensayada en medio YPGF en condiciones de laboratorio, se decidió 
analizar si dicha suplementación tiene algún efecto sobre el comportamiento 
fermentativo de dichas cepas en experimentos de microvinificación utilizando mosto 
tinto natural de la variedad tempranillo (Bodegas J.Belda, Fontanars dels alforins, 
2013), tal como se describe en el apartado 2.6 de Metodología. También se pretendía 
evaluar si la suplementación con el aceite de argán durante la propagación de la 
biomasa puede perjudicar el perfil organoléptico del vino producido, para lo cual se 
ensayaron parámetros enológicos básicos en los vinos obtenidos. Según resultados 
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previos de nuestro laboratorio, mediante la utilización de cepas de S. cerevisiae 
mutantes en el gen la tiorredoxina 2 (TRX2), producen una mejora de la respuesta a 
estrés oxidativo en la producción de LSA que se traduce en una reducción de la fase de 
latencia al inicio de la vinificación (Gómez-Pastor, 2010). Este fenómeno favorecería 
una rápida estabilización microbiológica al inicio de la fermentación del mosto y la 
imposición de la cepa seleccionada sobre otras levaduras presentes de forma natural 
cuándo ésta es utilizada en condiciones de co-inóculo. Por tanto, en base a nuestros 
resultados de mejora de la respuesta a estrés oxidativo en la producción de LSA en 
presencia del aceite de argán, cabría esperar que la biomasa producida en dichas 
condiciones también presentara una menor fase de latencia al inicio de la vinificación 
respecto al control. 
La figura V.4 muestra las cinéticas de crecimiento de las tres cepas ensayadas durante 
los experimentos de microvinificación, donde se observan perfiles de crecimiento 
similares entre ambas condiciones (control y aceite de argán) para las cepas T73 y 
D170 (Figura V.4A y 4B). Por otro lado, la cepa D301 presenta un mal crecimiento en 
mosto en la condiciones normales (Figura V.4C) que se ve mejorado con la 
suplementación con el aceite de argán, hecho que correlaciona con una reducción del 
daño oxidativo de la LSA activa y con una mejora en el consumo de azúcares que 
posteriormente se describe (Figura V.5C). 
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Figura V.4. Curvas de crecimiento celular (DO600nm) durante el proceso de vinificación llevado a cabo a 
28oC para las cepas A. T73 B. D170 C. D301 sin suplementación del medio melaza ( Control) y con 
suplementación del medio melaza (■ Argan). Los experimentos se realizaron por duplicado utilizando 
tres réplicas técnicas para cada cepa y condición. 
En la figura V.5 se muestra el perfil de consumo de azúcares durante la vinificación, 
donde se puede observar que, entre las 0 y las 80 horas del proceso de vinificación, la 
disminución del contenido de azúcares reductores en el mosto fue más rápida con la 
LSA producida en melaza suplementada con aceite de argán, independientemente de 
la cepa de estudio. Este mayor consumo de azúcares en las primeras horas del proceso 
podría traducirse en una ligera reducción de la fase de latencia al inicio de la 
vinificación, si bien esto no es observable en las curvas de crecimiento de la figura V.4, 
en las que no hay datos intermedios entre los tiempos 10 y  20 horas. El rápido 
consumo inicial de azúcares también podría suponer una mejora en la capacidad de 
imposición de la levadura inoculada respecto de levaduras endógenas debido al rápido 
aumento e la concentración de etanol en el mosto en fermentación. 
Resultados y desarrollo argumental                                                                               Capítulo V 
 
249 
Cabe destacar que los efectos más beneficiosos del tratamiento con aceite de argán 
durante la propagación de la biomasa se observan  para la cepa D301, que es la que 
presenta peor comportamiento fermentativo. Dichos efectos beneficiosos se refieren 
tanto a crecimiento como a la cinética de fermentación ya que  la fermentación control 
con la cepa D301, a las 180h, todavía presentó un contenido final de azúcares 
reductores de 2.1 g/L, mientras que la fermentación inoculada con biomasa obtenida 
en presencia de aceite de argán alcanzó 1.16 g/L de azúcares reductores a las 160h, lo 
que supone una reducción de 20h del tiempo de fermentación. La menor 
concentración residual de azúcares en estas condiciones correlaciona con un aumento 
del contenido final de etanol en el vino de 1.32 ± 0.11 veces (Figura V.6).  
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Figura V.5. Consumo de azúcares reductores durante los experimentos de microvinificación para las 
cepas A. T73 B. D170 C. D301 sin suplementación del medio melaza ( Control) y con suplementación 
del medio melaza (■ Argan). Los experimentos se realizaron por duplicado utilizando tres réplicas 
técnicas para cada cepa y condición. 
Por el contrario, no hubo diferencias significativas ni en el tiempo de fermentación ni 
en el contenido final de etanol en el vino entre la condición control y la 
suplementación con el aceite de argán para las cepas T73 y D170 (Figura V.5 y V.6), 
probablemente porque estas dos cepas presentan, de forma natural, una buena 
adaptación al proceso de propagación de la biomasa y una buena eficiencia 
fermentativa.  
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Figura V.6. Determinación de los niveles de etanol en los experimentos de microvinificación para las 
cepas T73, D170 y D301. Los experimentos se realizaron por duplicado utilizando tres réplicas técnicas 
para cada cepa y condición. 
Por último, se analizaron parámetros clave en la composición característica del vino, 
como el glicerol y el ácido acético, así como compuestos aromáticos secundarios 
mediante cromatografía de gases (apartado 5.1.6 de Metodología), para evaluar si el 
uso del aceite de argán durante la propagación de la biomasa podría afectar 
negativamente a la producción del vino (Tabla V.1).  
Tabla V.1. Análisis de parámetros característicos del vino al final del proceso de vinificación. 
 T73 D170 D301 
 Control Argán Control Argán Control Argán 
Parámetros 
enológicos 
Media ± DT (g/L) 
Glicerol 8.69±0.19 8.59±0.07 7.78±0.28 7.79±0.42 7.21±0.14 7.83±0.37 
Ácido acético 0.46±0.02 0.43±0.05 0.69±0.01 0.59±0.03* 0.55±0.06 0.71±0.05* 
Etanol 114.3±3.2 118.7±8.7 114.3±7.4 115.9±5.8 84.2±7.6 111.6±8.1* 
Compuestos 
aromáticos 
secundarios 
Media ± DT (mg/L) 
Acetato de 
etilo 
36.39±0.25 36.75±0.18 55.35±0.21 50.88±0.25 55.72±0.12 68.43±0.32* 
Acetato de 
isobutilo 
0.051±0.001 0.053±0.005 0.046±0.002 0.064±0.001 0.052±0.001 0.050±0.002 
Isobutanol 59.15±1.62 61.55±1.12 80.42±2.51 76.76±1.56 73.841±1.04 75.95±0.98 
Acetato de 
isoamilo 
0.72±0.11 0.78±0.09 0.72±0.10 0.84±0.08 0.68±0.04 0.46±0.02* 
Alcohol 
isoamílico 
292.0±2.51 302.74±1.57* 216.11±1.85 225.37±2.5* 244.67±1.12 245.5±1.23 
Caproato de 
etilo 
0.330±0.001 0.320±0.001* 0.340±0.002 0.355±0.001* 0.366±0.002 0.286±0.002* 
Acetato de 
hexilo 
0.017±0.001 0.020±0.001* 0.020±0.001 0.023±0.001* nd nd 
Lactato de 
etilo 
Nd nd nd nd nd nd 
1-hexanol Nd nd nd nd nd nd 
Caprilato de 
etilo 
0.280±0.015 0.270±0.009 0.231±0.011 0.251±0.009 0.276±0.012 0.182±0.01* 
Caprato de 
etilo 
0.034±0.001 0.054±0.001* 0.031±0.002 0.058±0.001* 0.052±0.001 0.043±0.002* 
Succinato de 
dietilo 
2.13±0.012 2.44±0.027 0 0 1.21±0.011 nd 
Acetato de 
becilo 
Nd nd nd nd nd nd 
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Acetato de 2-
fenil-etilo 
0.25±0.05 0.43±0.04* 0.30±0.04 0.47±0.03* 0.28±0.02 0.20±0.02* 
Alcohol 
becílico 
Nd nd nd nd nd nd 
2-fenil-etanol 39.42±2.3 73.67±1.53* 27.87±2.41 34.70±1.25* 51.26±1.84 37.06±1.63* 
Los experimentos se realizaron por duplicado utilizando dos réplicas técnicas para cada cepa y 
condición. Las diferencias significativas respecto a la condición control para cada cepa están indicadas 
mediante arteriscos (*p<0.05) y sombreadas en color granate. nd cuando el valor estuvo por debajo del 
límite de detección. 
Como se observa en la tabla, el efecto de la suplementación con el aceite de argán 
sobre los parámetros enológicos es dependiente de cepa. No se observaron diferencias 
significativas en la cepa T73 mientras que el tratamiento con aceite de argán 
disminuyó la producción de ácido acético en la cepa D170 y la aumentó en la cepa 
D301 en la cual también se observó un incremento en el contenido de etanol. En esta 
última cepa, además, se obtuvo un empeoramiento del perfil aromático del vino al 
verse disminuida de forma significativa (p<0.05) la producción de compuestos 
deseables como acetato de isoamilo, caproato de etilo, caprilato de etilo, caprato de 
etilo, acetato de 2-feniletilo y 2-feniletanol, y al verse aumentados los niveles de 
acetato de etilo, compuesto indeseable en el vino. En cambio, en las cepas T73 y D170 
los ésteres apolares (acetato de hexilo y acetato 2-fenil-etilo), los ésteres de ácidos 
grasos saturados (caproato de etilo y caprato de etilo) y alcoholes superiores (alcohol 
isoamílico y 2-fenil-etanol) se vieron aumentados mejorando el perfil aromático del 
vino. Es importante destacar que las tres cepas ensayadas presentan de forma natural 
eficiencias fermentativas distintas, siendo D170 la que presenta una mayor capacidad 
fermentativa, T73 algo inferior (aunque es la cepa control comercial utilizada a lo largo 
de todo el trabajo),  y finalmente la cepa D301, con menor capacidad fermentativa. 
Hemos descrito que este comportamiento fisiológico diferencial está relacionado con 
diferencias en la respuesta y en la tolerancia a estrés oxidativo, y seguramente 
también lo está con diferencias en el metabolismo de los ácidos grasos, como sugiere 
el hecho de que la suplementación con el aceite de argán afecte de forma diferencial al 
contenido en etanol, ácido acético, ésteres y alcoholes superiores (ver figura V.7). En la 
figura V.7 se muestra los compuestos aromáticos generados durante la fermentación 
alcohólica, siendo los ácidos grasos volátiles, los alcoholes superiores y los ésteres, y 
en menor medida los aldehídos, los que tienen una mayor contribución al aroma 
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secundario (Rapp y Versini, 1991). Estos compuestos proceden de la conversión de 
sustancias directamente fermentables como azúcares, y también de los ácidos grasos 
de cadena larga, de los compuestos nitrogenados y azufrados entre otros. Por un lado,  
en las cepas T73 y D170, ambas con buena eficacia fermentativa, el tratamiento con el 
aceite de argán podría aumentar el contenido de ácidos grasos que conllevaría a un 
aumento de los ésteres y alcoholes superiores en el vino. Por otro lado, el 
comportamiento inverso visto en la cepa D301, con baja capacidad fermentativa, se 
asociaría a un incremento de la β-oxidación de los ácidos grasos como alternativa a la 
obtención de energía y que aumentaría los niveles de acetil-CoA y, consecuentemente, 
los de etanol y ácido acético con un detrimento del contenido en ésteres y alcoholes 
superiores (Figura V.7). Recientemente se ha observado que determinados 
compuestos del aceite de argán (escotenol y espinasterol) pueden modificar el 
potencial de membrana de la mitocondrial (El Kharrassi et al., 2014) agravando los 
efectos sobre el metabolismo de los ácidos grasos. 
Figura V.10. Formación de compuestos aromáticos durante la fermentación alcohólica (adaptado de 
Rojas, 2002; Molecular Wine Microbiology, 2011). En color morado se resalta el posible efecto de la 
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suplementación del medio melaza con aceite de argán. En color verde las posibles rutas estimuladas en 
las cepas T73 y D170 y en color rojo las posibles rutas estimuladas en la cepa D301. 
A continuación se muestra el rango de concentración en vino, umbrales de detección y 
aroma característico de los principales compuestos aromáticos del vino producidos por 
S. cerevisiae durante la fermentación alcohólica (Tabla V.2). Si los comparamos con los 
obtenidos en la tabla V.1, las modificaciones en el perfil aromático causadas por el 
tratameinto con aceite de argán de la biomasa de levadura podrían conllevar cambios 
organolépticos detectables en el vino. Así, por ejemplo,  la producción de caproato de 
etilo en la cepa D301 disminuye de 0.366 a 0.286 siendo el umbral de detección de 
0.258-0.58, la producción de acetato de 2-fenil-etilo pasa de 0.28 a 0.20 siendo el 
umbral de detección de 0.01-8.0 y la producción de acetato de isoamilo disminuye de 
0.68 a 0.56 con un umbral de detección de 0.26. 
Tabla V.2 Concentración en vino, umbrales de detección y aroma característico de compuestos 
principales producidos por S. cerevisiae durante la fermentación alcohólica. 
  
Concentración en 
vino (mg/L) 
Umbral de 
detección 
(mg/L) 
Aroma 
Alcohol 
superior 
Alifáticos 
Propanol 9-68 500* 800** Disolvente 
Isobutanol 9-28 500* 200** Alcohol 
Hexanol 0.3-12 4* Verde, hierba 
Alcohol 
isoamílico 
45-490 300* 70* Mazapán 
arómaticos 
Tirosol   Miel 
 2-Fenil-etanol 10-180 125** Floral, rosas 
Ésteres 
Acetato de etilo 10-100 15-20 
Barniz, 
afrutado 
Acetato de 2-
feniletilo 
0.01-4.5 0.01-8.0 
Rosa, miel, 
afrutado, floral 
Acetato de 
isoamilo 
0.03-8.1 0.26 Plátano, pera 
Acetato de 
isobutilo 
0.01-0.8 1.6** Plátano 
Acetato de 
hexilo 
0-4.8 0.67-2.4 
Manzana 
madura 
Butanoato de 
etilo 
0.01-3 0.4** Floral, afrutado 
Caprato de etilo Trazas-2.1 0.5 Floral 
Caprilato de 
etilo 
0.05-3.8 0.258-0.58 Piña, pera 
Caproato de Traza-3.4 0.08 Manzana, 
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etilo plátano, 
violetas 
Isovaleriano de 
etilo 
n.d-0.7  
Manzana, 
afrutado 
2- metil 
buatnoato de 
etilo 
n.d-0.9  Fresa, piña 
n.d.: no detectado. Tomado de Salo. 1970a y b; Peddie, 1990; Riesen, 1992; Boulton et al., 1995 y  
Lambrechts y Pretorius, 2000. (*) En vino; (**) En cerveza. 
En base al conjunto de resultados aportados en los capítulos IV y V, podemos concluir 
que la suplementación del medio melaza con aceite de argán mejora el rendimiento en 
biomasa y la capacidad fermentativa de la LSA independientemente de la cepa de 
levadura vínica utilizada debido a una mejora en la repuesta a estrés oxidativo. Su uso 
potencial en la industria biotecnológica de producción de LSA dependerá de la 
posterior aplicación industrial de dicha LSA ya que afecta a los productos generados en 
el metabolismo fermentativo de manera dependiente de cepa. 
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 Diversas cepas vínicas del género Saccharomyces y no-Saccharomyces 
presentan un comportamiento fisiológico diferente en condiciones de 
laboratorio de producción de LSA asociado a su respuesta a estrés oxidativo. 
 El bajo rendimiento y/o la baja capacidad fermentativa se asocia con un déficit 
en la respuesta a estrés oxidativo siendo de interés biotecnológico la mejora de 
las cepas: PR6 (S. cerevisiae x S. uvarum); D272 (S. bayanus var. uvarum), D18 
(S. cereviasie) y D291(T. delbrueckii) con buena capacidad fermentativa y bajo 
rendimento en biomasa; D301 (S. cerevisiae), C. stellata y D128 (S. cerevisiae) 
con baja capacidad fermentativa y buen rendimento y, finalmente, las cepas 
no-Saccharomyces P. fermentans y el género Hanseniaspora con baja capacidad 
fermentativa y bajo rendimiento en biomasa. 
 Bajos niveles de daño oxidativo macromolecular y una mayor capacidad 
fermentativa post-deshidratación correlacionan con altos niveles de trehalosa y 
bajos niveles de glutatión oxidado (GSSG), con una alta inducción de la 
actividad glutatión reductasa, y con un alto nivel basal y  moderada inducción 
de la actividad catalasa. Estas correlaciones permiten proponer estos cuatro 
parámetros bioquímicos como biomarcadores de estrés oxidativo que permiten 
seleccionar levaduras vínicas industriales con un interés potencial en la 
producción de LSA. 
 La suplementación del medio de propagación de la biomasa (medio melaza) 
con ácido oleico, cafeico o ascórbico en condiciones de laboratorio mejora la 
resistencia de la LSA al estrés oxidativo aumentando el rendimento en biomasa 
y la capacidad fermentativa de la misma. 
 Los efectos beneficiosos de estos compuestos antioxidantes son depedientes 
de cepa y están asociados con la regulación de la homeostasis del glutatión, de 
los niveles de trehalosa y, posiblemente, de los niveles ergosterol. 
 La suplementación del medio de propagación melaza con aceite de argán de 
grado alimentario mejora la capacidad fermentativa y el rendimiento en 
biomasa en la producción de LSA debido a una mejora en la respuesta a estrés 
oxidativo e independientemente de la cepa de levadura vínica utilizada. 
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 La suplementación con el aceite de argán reduce el daño oxidativo a lípidos, y a 
proteínas glicolíticas y de fermentación, conjuntamente con el aumento de los 
niveles de metabolitos protectores como el glutatión y la trehalosa. En base a 
los análisis proteómicos puede hipotetizarse que también aumentaría la 
síntesis de novo de aminoácidos y de bases nitrogenadas, y el aporte de nuevos 
lípidos a las membranas celulares, factores que contribuirían a su acción 
protectora. 
 El efecto del aceite de argán sobre los productos metabólicos generados 
durante la vinificación es dependiente de cepa por lo que su uso potencial en la 
industria de producción de LSA dependerá de la posterior aplicación de la 
misma. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO
Anexo 260 
ZIMOGRAMA DE LAS ACTIVIDADES SUPERÓXIDO 
DISMUTASA Y CATALASA 
Como se ha comentado en la Introducción (apartado 3.1), las actividades superóxido 
dismutasa (SOD) y catalasa son una importante defensa antioxidante en todos los 
organismos aeróbicos, los cuales también han desarrollado mecanismos para prevenir 
o reparar el daño oxidativo causado por la exposición al oxígeno (Fridovich 1978). 
Saccharomyces cerevisiae posee dos formas de SOD: el enzima citosólico 
homodimérico  asociado a un núcleo de cobre/zinc (Cu/Zn-SOD), codificado por el gen 
SOD1 (Moradas-Ferreira et al., 1996; Sturtz et al., 2001), y el enzima mitocondrial 
homotetramérico con manganeso (Mn-SOD), codificada por el gen SOD2 (Luk et al., 
2005). Sin embrago, se han identificado otras isoformas de SOD en levaduras no-
Saccharomyces, como es el caso de Candida albicans, la cual expresa una inusual 
forma citoplasmática SOD3 (Mn-SOD) al inicio y durante la fase estacionaria (Lamarre 
et al., 2001; Sheng et al., 2011) y las isoformas extracelulares  SOD4, SOD6 (ambas 
Cu/Zn-SOD) y SOD5 (Cu-SOD) asociadas a su patogenicidad (Gleason et al., 2014). 
Tanto los motivos característicos de las diferentes SODs identificadas en levaduras 
como los residuos de aminoácidos que definen el centro activo y la coordinación del 
metal están, normalmente, conservados (Raimondi et al., 2008), aunque ligeras 
variaciones en la secuencia de aminoácidos podrían afectar a la función enzimática, 
además de alterar la respuesta a estrés oxidativo y el crecimiento celular. Existen 
varios trabajos que estudian la actividad de SOD durante la producción de levadura 
fermentativa (Zuzuarregui et al., 2006; Gómez-Pastor et al., 2010; Zhao et al., 2014). 
En estos estudios, una elevada actividad de SOD se ha asociado con una mejora de la 
eficiencia del proceso de producción: rápido y elevado rendimiento en biomasa, 
elevada capacidad fermentativa y tolerancia a altas temperaturas del producto final. 
Respecto el enzima catalasa, las levaduras poseen dos enzimas: la catalasa A 
peroxisomal, codificado por CTA1, y la catalasa T citosólica, codificada por CTT1. 
Recientemente, se ha correlacionado un aumento de la actividad catalasa con un 
incremento en la tolerancia al estrés oxidativo y en la eficiencia fermentativa durante 
el proceso de fermentación (Zhao et al., 2014). 
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Se han identificado varias isoformas de SOD y catalasa bajo diferentes condiciones de 
crecimiento (Yun and Lee, 2000). De hecho, existe la posibilidad de poder diferenciar 
los géneros Deinococcus (bacteria) y Naegleria (ameba) en base a los perfiles de las 
isoformas SOD y catalasa que aparecen en los zimogramas de estos enzimas ya que 
dichos patrones son únicos (Yun y Lee 2000; Shukla et al., 2009). Sin embargo, nunca 
se ha llevado a cabo la caracterización polimórfica de estos enzimas en diferentes 
especies de levadura. Las dos isoformas de SOD de S. cerevisiae pueden ser separadas 
y visualizadas en zimogramas de poliacrilamida como bandas claras sobre un fondo 
azul oscuro utilizando la tinción con nitroazul de tetrazolio (nitro blue tetrazolium NBT) 
(ver aparatado 4.6.2.1 de Materiales y Métodos). En el caso de las isoformas de 
catalasa, pueden ser separadas usando geles de almidón ya que poseen un peso 
molecular similar lo que imposibilita el uso de geles de poliacrilamida para su 
diferenciación. Sin embargo, los geles de poliacrilamida sí son útiles para cuantificar su 
actividad global utilizando la tinción diaminobenzidina (DAB) peroxidasa seguida de la 
tinción negativa de ferrocianuro donde  la catalasa aparece como bandas claras sobre 
un fondo verde oscuro (Wayne y Diaz, 1996). Shukla y colaboradores (2009) 
describieron una técnica de doble tinción para poder visualizar en el mismo gel de 
poliacrilamida no desnaturalizante (zimograma) las bandas de los enzimas SOD y 
catalasa. Esta técnica permitió detectar cambios en las formas polimórficas de estos 
enzimas en las bacterias Deinococcus radiodurans y Kokuria sp. sometidas a varios 
estreses.  
Las actividades SOD y catalasa pueden medirse espectrofotométricamente (Nagi et al., 
1995; Jakuboswski et al., 2000), pero cuantifican la actividad total y no discriminan, 
particularmente en el caso de la actividad SOD, la contribución de las diferentes 
isoformas. En base a esto, se han estudiado diferentes inhibidores para poder analizar 
la actividad específica de cada isoforma de SOD. Para medir la actividad Mn-SOD, 
Cu/Zn-SOD puede ser selectivamente inhibida utilizando cianuro de sodio (NaCN) 
(Gregory et al., 1974). Sin embargo, el cálculo de la actividad Mn-SOD en base a la 
inhibición diferencial con NaCN es compleja debido a la dificultad para determinar la 
concentración de NaCN que inhiba por completo la actividad Cu/Zn-SOD, sin afectar al 
pH y con ello a la actividad de Mn-SOD, de manera que pequeños errores 
Anexo 262 
experimentales conllevan grandes errores en el cálculo de la actividad. Sin embargo, se 
ha descrito un mejor resultado para la medida selectiva de la Mn-SOD, inhibiendo la 
actividad Cu/Zn-SOD en geles ya que se puede visualizar por separado ambas 
actividades (Gregory et al., 1974). Alternativamente, la isoforma Cu/Zn-SOD puede ser 
inhibida in vivo completamente por el dietilditiocarbamato (DDC) sin afectar a la 
actividad de Mn-SOD (Lushchak et al., 2005), aunque ésta no ha sido utilizada 
previamente en geles. 
En el apartado 2.1.2 del capítulo II se analizó la actividad de las isoformas Sod1p y 
Sod2p de diferentes cepas de levadura vínicas Saccharomyces y no-Saccharomyces. 
Inicialmente se esperaba un patrón de dos bandas de actividad SOD en todas las cepas, 
tal y como se había determinado previamente para la cepa  de S. cerevisiae T73 
(Gómez-Pastor et al., 2010b). En cambio, observamos múltiples bandas inesperadas 
del enzima SOD en todas las cepas analizadas, dificultando la identificación y análisis 
de las actividades Sod1 y Sod2. Debido a este hecho, decidimos realizar un análisis más 
exhaustivo de los cambios de movilidad electroforética en cepas del género 
Saccharomyces y no-Saccharomyces observada en los geles del apartado 2.1.2 con el 
fin de identificar aquellas bandas que corresponden a cada una de las actividades de 
interés. Para ello se utilizaron geles de poliacrilamida no desnaturalizantes 
(zimogramas) y NaCN para inhibir específicamente al enzima Cu/Zn-SOD y así poder 
distinguir ambas isoformas. Además, se midió también la actividad catalasa en el gel 
con el fin de aplicar la doble tinción descrita por Shukla y colaboradores (2009) y 
evaluar dos enzimas antioxidantes diferentes al mismo tiempo (ver apartado 4.6.2.1 de 
Metodología). 
En la Tabla M1 del apartado de Metodología se detalla las cepas de levadura utilizadas 
en este estudio. 
Primero se analizó la capacidad del cianuro de sodio (NaCN) y del dietilditiocarbamato 
(DDC) para inhibir la isoforma Cu/Zn-SOD en cepas de S. cerevisiae (ver Tabla S.1) 
incubando el gel de poliacrilamida no desnaturalizante con estos compuestos (Figura 
S.1A y 1B). En la Figura S.1B se puede observar como las bandas específicas de Sod1p 
desaparecen al utilizar NaCN mientras que Sod2p se mantienen activas en el gel. 
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También se incubó con 50 mM de DDC pero no se obtuvo ninguna banda tras la tinción 
con NBT. Se realizaron experimentos de western blot contra Sod1p y Sod2p con el fin 
de determinar la cantidad de proteína en todas las cepas (Figura S.1C y 1D) y poder 
calcular la actividad relativa de Sod1p y Sod2p utilizando el análisis de la imagen 
procedente del zimograma. Estos resultados fueron relativizados respecto a la cepa 
control T73 y comparados con los obtenidos espectrofotométricamente como 
validación del ensayo (Figura S.1E y 1F). Los datos de actividad enzimática obtenidos 
en ambos tipos de ensayo fueron similares entre sí validando la técnica de zimograma 
como un ensayo de cuantificación de la actividad de SOD reproducible y fiable.  
Se consideraron significantes aquellos valores que mostraron un error menor al 20% 
entre ambos análisis comparándolos con la cepa control T73. Aunque todas las cepas 
de S. cerevisiae mostraron un mismo patrón zimográfico para los enzimas SOD, poseen 
diferente actividad enzimática como se puede observar en la Figura S.1E para la 
actividad de Sod1p y en la Figura S.1F para Sod2p. 
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Figura S.1. Caracterización de las superóxido dismutasas en diferentes levaduras vínicas Saccharomyces 
cerevisiae cultivadas en medio melaza durante 24h a 30oC con agitación. A. Perfil electroforético del 
zimograma de las superóxido dismutasas Sod1p y Sod2p y E. Perfil electroforético del zimograma tras 
incubar el gel con NaCN para inhibir específicamente la isoforma Sod1p, donde Sod1p (a) (triángulos 
blancos) y Sod2p (a’) (puntos blancos) corresponden a un único e idéntico perfil electroforético para 
todas las cepa analizadas. E. Análisis western blot de Sod1p y F. de Sod2p acumuladas en el cultivo 
celular indicado. F y G. Actividad superóxido dismutasa para Sod1p y Sod2p, respectivamente. La 
actividad SOD se cuantificó mediante el análisis de la imagen del zimogrma utilizando el software 
Quantity One (Bio-Rad, Munich, Germany). Los datos obtenidos fueron normalizados respecto la 
cantidad total de proteína obtenida por la tinción Coomassie del gel y respecto de la cantidad de 
proteína específica obtenida por western blot. Los valores obtenidos finalmente se relativizaron 
respecto a la actividad de la cepa control S. cerevisiae T73. Las barras de error corresponden a la 
desviación típica (DT) de tres experimentos independientes. Con un * (*p<0.05) se señalan los valores 
que son distintos a T73 en ambos ensayos y mostraron un error menor al 20% entre ambos análisis. 
Posteriormente, para estudiar los patrones observados en los zimogramas del Capítulo 
II se incluyeron las siguientes cepas (ver Tabla S1): 
 Tres cepas Saccharomyces sensu stricto: S. bayanus (variedad uvarum) (S. u), S. 
paradoxus (S. p.) y S. kudriavzevii (S. k.); 
  Tres híbridos naturales del género Saccharomyces: S. cerevisiae y S. bayanus 
(variedad bayanus) (S. c. x S. b.), S. cerevisiae y S. bayanus (variedad uvarum) 
(S. c. x S. u.), S. cerevisiae y S. kudriavzevii (S. c. x S. k.). 
 Tres cepas S. cerevisiae naturales: T73, D18, D170. 
Se analizó la cinética de crecimiento en medio melaza suplementada y la capacidad 
fermentativa en medio YPGF para las cepas no analizadas en el Capítulo I (cepas 
Saccharomyces sensu stricto e híbridos) observándose rendimientos en biomasa 
menores a T73 (S. c.) (Figura S.2A) y una capacidad fermentativa menor a T73 (S. c.) 
para las cepas S. paradoxus, S. kudriavzevii y S. cerevisiae x S. bayanus (var. bayanus) e 
igual a T73 (S. c.) para S. bayanus (var. uvarum) y S. cerevisiae x S. bayanus (var. 
uvarum) (Figura. S.2B).  
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Figura S.2. A. Cinética de crecimiento en medio melaza durante 4 h a 30 oC con agitación y medido a una 
densidad óptica de 600 nm. B. Capacidad fermentativa de la biomasa deshidratada procedente del 
medio melaza expresada en ml de CO2 producido por 10
7 células. 
A continuación, se llevó a cabo el análisis de la actividad superóxido dismutasa en 
medio melaza en geles de poliacrilamida no desnaturalizante para las cepas descritas 
en la figura S.2 (Figura S.3A). Sorprendentemente, todas las cepas del género 
Saccharomyces obtuvieron un patrón electroforético de las isoformas de SOD distinto. 
Para poder diferenciar las bandas de las isoformas Sod1p (Cu/Zn-SOD) y Sod2p (Mn-
SOD) de las diferentes especies de Saccharomyces, un hecho que no había sido 
descrito hasta la fecha, el gel se incubó con NaCN para inhibir a Sod1p (Figura S.3B). 
Los resultados demuestran que todas las cepas analizadas poseen un patrón idéntico 
para Sod2p, observándose una única banda en la misma posición. Las otras bandas que 
se observan en la figura S.3A corresponden a diferentes variantes de Sod1p ya que 
desaparecen al incubar el gel con NaCN. De esta forma, para las cepas analizadas 
podemos definir una isoforma electroforética para Sod2p (a’) y cuatro isoformas 
electroforéticas diferentes para Sod1p, donde la isoforma (a) corresponde a las cepas 
S. cerevisiae y el híbrido S. c. x S. k.; la isoforma (b) que migra más lentamente y 
corresponde a las cepas S. u., S. p. y al híbrido S. c. x S. u.; y las isoformas (c, d) que 
migran más rápido y corresponden al híbrido S. c. x S. u. y  a la cepa S. k., 
respectivamente. Se realizaron experimentos de western blot contra Sod1p y Sod2p 
(Figura S.3C y 3D) mostrando que existe diferente acumulación de proteína específica y 
diferente actividad relativa de SOD (Figura S.3E y 3F). Al igual que ocurre con las cepas 
S. cerevisiae (ver apartados 1.2.3 y 1.2.4 de Capítulo I y apartado 2.1.2 del Capítulo II) 
las especies del género Saccharomyces como son S. kudriazevii, S. paradoxus y el 
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híbrido S. c x S. k que poseen una elevada actividad Sod1p producen menos biomasa y 
tienen una menor capacidad fermentativa. Sin embargo, no se observó ninguna 
relación entre la actividad Sod2p y el fenotipo fermentativo de estas cepas.  
 
Figura S.3. Caracterización del enzima superóxido dismutasa en cepas pertenecientes al género 
Saccharomyces cultivadas en medio melaza. A. Perfil del zimograma de las superóxido dismutasas Sod1p 
y Sod2p después de 24h de crecimiento, y B. Perfil del zimograma después de sumergir el gel de 
acrilamida en NaCN para inhibir específicamente la isoforma Sod1p, donde Sod1p (a-d) (triángulos 
blancos) corresponden a diferentes variantes electroforéticas y Sod2p (a’) (puntos blancos) corresponde 
a una única e idéntica forma electroforética para todas las cepas analizadas. C. Análisis Western blot del 
contenido específico de Sod1p  y F. de Sod2p. D y E. Actividad superóxido dismutasa para Sod1p y 
Sod2p, respectivamente, cuantificadas mediante el análisis de las imágenes de los geles del zimograma 
utilizando el software Quantity One (Bio-Rad, Munich, Alemania). Los datos fueron normalizados 
respecto a la cantidad de proteína total obtenida por tinción del gel con Coomassie y a la cantidad de 
proteína específica de SOD obtenida en el Western blot. Finalmente, los valores obtenidos fueron  
relativizados respecto a la actividad de nuestra cepa control T73. Las bandas de error corresponde a la 
desviación típica de tres experimentos independientes Con un * (*p<0.05) se señalan los valores que 
son distintos a T73 en ambos ensayos y mostraron un error menor al 20% entre ambos análisis. 
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Para poder validar esta técnica como un nuevo método de clasificación filogenética, se 
prodeció el análisis de las cinco cepas vínicas no-Saccharomyces de origen diferente 
(Tabla S1) y caracterizadas en los capítulos I, II y III de esta tesis: Candida stellata, 
Torulaspora delbrueckii, Pichia fermentans, Hanseniaspora osmophila y Hanseniaspora 
guilliermondii. Resulta interesante observar, como ya vimos en el capítulo II, que todas 
las cepas no-Saccharomyces poseen un patrón electroforético para Sod1p y Sod2p 
diferente a la cepa control T73 y característico para cada cepa (Figura S.4A y 4B), no  
detectándose actividad Sod2p en P. fermentans y H. guilliermondii. La ausencia de 
actividad SOD2 en estas dos cepas fue corroborado en el análisis espectrofotométrico. 
El análisis Western blot para Sod1p y Sod2p, también mostró una acumulación de 
proteína diferente para cada cepa (Figura S.4C y 4D), además, se puede observar 
bandas de Sod1p a diferente altura en T. delbrueckii y H. osmophila indicando 
isoformas de  tamaño diferente a Sod1p de S. cerevisiae. Cuando se midió la actividad 
SOD (Figura S.4E y 4F), también se observó una actividad relativa para cada enzima 
diferente en todas las cepas.  
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Figura S4. Caracterización del enzima superóxido dismutasa en diferentes cepas de levaduras vínicas no-
Saccharomyces cultivadas en medio melaza. A. Perfil del zimograma de las superóxido dismutasas Sod1p 
y Sod2p después de 24 h de crecimiento, y B. Perfil del zimograma después de sumergir el gel de 
acrilamida en NaCN para inhibir específicamente la isoforma Sod1p, donde Sod1p (a, b, d, e, f) 
(triángulos blancos) y Sod2p (a’, b’) (puntos blancos) corresponden a diferentes isoformas 
electroforéticas. C. Análisis Western blot del contenido específico de Sod1p  y D. de Sod2p. E y F. 
Actividad superóxido dismutasa para Sod1p y Sod2p, respectivamente, cuantificadas mediante el 
análisis de las imágenes de los geles del zimograma utilizando el software Quantity One (Bio-Rad, 
Munich, Alemania). Los datos fueron normalizados respecto a la cantidad de proteína total obtenida por 
tinción del gel con Coomassie y a la cantidad de proteína específica de SOD obtenida en el Western blot. 
Finalmente, los valores obtenidos fueron  relativizados respecto a la actividad de nuestra cepa control 
T73. Las bandas de error corresponden a la desviación típica (DT) de tres experimentos independientes. 
Con un * (*p<0.05) se señalan los valores que son distintos a T73 en ambos ensayos y mostraron un 
error menor al 20% entre ambos análisis. 
Por otro lado, la doble utilización de los geles de actividad SOD para medir la actividad 
catalasa (Shukla et al., 2009) supone una rápida y barata técnica para evaluar dos 
enzimas antioxidantes diferentes al mismo tiempo (ver apartado 4.6.2.1 de Materiales 
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y Métodos). En la figura S.5A podemos ver que todas las cepas S. cerevisiae poseen el 
mismo perfil para el zimograma catalasa, al igual que para el zimograma de SOD, pero 
distinta actividad (Figura S.5B). También se determinó la actividad catalasa mediante 
un ensayo espectrofotométrico con el fin de evaluar la cuantificación hecha en el 
zimograma observándose resultados similares en ambos ensayos. Se consideraron 
significativos aquellos valores que mostraron menos del 20% de error entre ambos 
análisis comparándolos con la cepa control T73. Respecto a la actividad catalasa de 
diferentes cepas del género Saccharomyces, al igual que ocurre para el perfil 
electroforético de SOD, se observó un patrón de bandas diferente para cada cepa y 
diferente al observado para S. cerevisiae (Figura S.5C). En base a los resultados 
obtenidos, se definieron tres isoformas electroforéticas distintas para todas las cepas, 
donde la isoforma (a) corresponde a las cepas S. cerevisiae y a los híbridos S. c. x S. b. y 
el S. c. x S. k.; la isoforma (b) migró más rápido y corresponde a la cepa S. u. y al híbrido 
S. c. x S. u., mientras que las isoforma (c) corresponde a S. p. No se observó actividad 
catalasa para S. k, hecho que fue validado en el ensayo espectrofotométrico. Respecto 
al nivel de actividad catalasa, se midió la correspondiente actividad 
espectrofotométricamente (Figura S.5D) observando que las especies de 
Saccharomyces tales como S. bayanus (var. uvarum S. u.), S. kudriavzevii y el híbrido S. 
cerevisiae x S. bayanus (var. uvarum S. c. x S. u.), las cuales presentaron la menor 
actividad catalasa en comparación a la cepa control T73, también obtuvieron menor 
rendimiento en biomasa (Figura S.2). 
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Figura S.5. Caracterización del enzima catalasa en diferentes levaduras cultivadas en medio melaza. A. 
Zimograma catalasa para cepas vínicas S. cerevisaie, C. para levaduras pertenecientes al género 
Saccharomyces, y E. para levaduras vínicas no-Saccharomyces. Catalasa (a), (b) y (c) corresponden a 
diferentes isoformas electroforéticas. B. Actividad catalasa de varias cepas S. cerevisiae medido 
espectrofotométricamente para evaluar la correlación de esta medición con las señales observadas en el 
zimograma, D. para cepas del género Saccharomyces, y F. par acepas no-Saccharomyces. Las barras de 
error corresponden a la desviación típica de tres experimentos independientes. Con un * (* p<0.05; 
**p<0.01) se señalan los valores que son distintos a T73 en ambos ensayos y mostraron un error menor 
al 20% entre ambos análisis. 
En el zimograma de catalasa para las cepas no-Saccharomyces se observó un patrón 
electroforético  diferente respecto a T73, pero solo se visualizó dos isoformas (Figura 
S.5E). La cepa S. cerevisiae T73 mostró la isoforma (a) y C. stellata, T. delbrueckii y P. 
fermentans la isoforma (b), mientras que no fueron detectadas bandas de catalasa en 
H. osmophila y H. guilliermondii. En cuanto a la actividad enzimática (Figura S.5F), ésta 
fue significativamente mayor en C. stellata respecto al resto de cepas. Aunque la 
actividad catalasa para C. stellata fue mayor en el ensayo espectrofotométrico que en 
el ensayo zimograma, mostrando un error mayor del 20% entre ambos ensayos, se 
consideró significativo el incremento de actividad mediante ambos métodos al 
comparar los resultados con la cepa control T73. Dichos resultados correlacionan 
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directamente con la mayor biomasa obtenida para esta cepa (Figura I.4; Capítulo I). Las 
otras levaduras no-Saccharomyces, a pesar de presentar una variante electroforética 
distinta a la observada en T73, tuvieron una actividad catalasa similar. Cabe destacar 
que en el caso de las cepas Hanseniaspora, que no mostraron actividad en el ensayo 
en gel, sí lo hicieron cuando la actividad se analizó espectrofotométricamente; esto se 
debe a que en el ensayo espectrofotométrico utilizamos cantidades de extracto 
proteico creciente llegando, en este caso, a cantidades de proteína superiores al 
utilizado en el zimograma pudiendo detectar actividad catalasa aunque esta sea muy 
baja.  
En conjunto, el análisis de los enzimas SOD y catalasa demuestran que cada levadura 
posee un perfil electroforético en geles de poliacrilamida no desnaturalizante único 
para estos enzimas antioxidantes lo cual puede ser utilizado con una nueva técnica de 
clasificación de levaduras (Tabla S.2). 
Tabla S.2. Isoformas de SOD y catalasa identificadas en los zimogramas. 
Cepa Isoforma Sod1p Isoforma Sod2p Isoforma Catalasa 
S. cerevisiae (S. c) a a a 
S. bayanus (var. uvarum) (S. u) b a b 
S. c x S. u b a b 
S. c x S. b - a a 
S. paradoxus (S. p) b a c 
S. kudriavzevii (S. k) d - - 
S. c x S. k a,c a a 
Candida stellata - a b 
Candida albicans c b b 
Torulaspora delbrueckii - b b 
Pichia fermentans e - b 
Pichia pastoris e - a 
Hanseniaspora osmophila b,f - - 
Hanseniaspora guilliermondii d - - 
Con el fin de entender las diferencias de movilidad electroforética de Sod1p en las 
diferentes levaduras, se analizó la secuencia de aminoácidos disponible para S. 
paradoxus, S. kudriavzevii y S. cerevisiae (Figura S.6) como ejemplo de tres levaduras 
con un perfil de SOD diferente (Tabla S.2). La isoforma de Sod1p de S. paradoxus 
presentó una menor movilidad que la correspondiente enzima de S. cerevisiae, 
mientras que la Sod1p de S. kudriavzevii mostró mayor movilidad (Figura S.3C). El 
alineamiento de secuencia de Sod1p indicó que S. paradoxus posee tres aminoácidos 
diferentes a la secuencia de S. cervisiae (S39A, E43Q y E92G) lo cual implica una 
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reducción de su carga negativa [sustituímos dos cargas negativa (E43 y E92) por 2 
aminoácidos sin carga (Q y G)] que explicaría la menor movilidad electroforética. 
Debemos tener en cuenta que las proteínas migran del polo negativo al positivo por lo 
que a menor carga negativa o mayor carga positiva la molécula ofrece mayor 
resistencia a la movilidad. Por otro lado, se encontraron ocho cambios en la secuencia 
de aminoácidos de Sod1p de S. kudriavzevii, de los cuales cuatro afectan a su carga 
[(K(+)19Q(sin carga), E(-)43L(sin carga), E(-)92A(sin carga) y K(+)89E(-)], causando un 
incremento de la carga negativa que causaría un aumento de su movilidad 
electroforética.  
Además, S. kudriavzevii presenta dos cambios importantes en su secuencia respecto de 
S. cerevisiae que afectan a la actividad del enzima, Leu152Val y Lys19Gln. La Leucina 
152 participa en la interacción con CCS1 (Copper Chaperon) necesaria para la captación 
del cobre (Lamb et al., 2001) mientras que la Lisina 19 está implicado en la regulación 
de la sumoilación y estabilización de Sod1p (Zhou et al., 2004). Por tanto, los cambios 
L152V y K19Q podrían favorecer la estabilización de Sod1 y explicar la mejora en dicha 
actividad enzimática respecto a la cepa S. cerevisiae T73 (Figura S.3E). Además, tanto S. 
paradoxus como S. kudriavzevii presentan un cambio en el residuo Glu43, el cual 
también participa en la estabilización del núcleo Cu/Zn, siendo el principal residuo del 
centro activo de Sod1p (Lamb et al., 2001). Este cambio correlaciona con un 
incremento en la actividad del enzima Sod1p en ambas cepas en comparación a S. 
cerevisiae lo que indica la relevancia de este residuo en la función catalítica del enzima 
(Figura S.3E) 
En cuanto a las levaduras no-Saccharomyces, la disponibilidad de las secuencias de 
SOD1 es muy limitada, especialmente para las levaduras vínicas, y no hay secuencias 
disponibles para C. stellata y P. fermentans. Por lo tanto, se analizaron las secuencias 
de Sod1p de C. albicans y P. pastoris por ser las cepas más cercanas filogenéticamente 
con el fin de explicar los patrones electroforéticos (Figura S.7C). En primer lugar se 
determinó la movilidad electroforética de Sod1p y Sod2p para estas nuevas especies 
confirmando que el perfil observado para SOD en el zimograma (Figura S.4A) es único 
para cada cepa de levadura (Figura S.7A). También se realizó el zimograma de catalasa 
con el fin de validar nuestra nueva técnica de clasificación (Figura S.7B y Tabla S.2). En 
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C. albicans, se observaron dos importantes cambios, en Lys19 (K19H) y en Glu43 
(E43L), situados en el centro activo del enzima. En el caso de P. pastoris también se 
observó el cambio K19V, además de otros cambios que aumentan su carga negativa. 
Globalmente, las alteraciones en ambas secuencias podrían explicar la menor actividad 
de Sod1p en el caso de C. albicans  ya que se ve afectada la estabilización de su centro 
activo y el de su estructura, como también la menor movilidad y actividad en P. 
pastoris. 
En el caso de alelos mutantes de Sod1p de humanos, también se ha observado una 
variación electroforética en gel de la proteína, como el caso del polimorfismo E100G 
(pierde una carga negativa) o el polimorfismo E100K (aumenta la carga negativa) 
donde ambos disminuyen la movilidad electroforética (Carroll et al., 2004). Este hecho 
apoya la hipótesis de que cambios en la secuencias de aminoácidos de Sod1p en las 
diferentes levaduras estudiadas alteran la movilidad electroforética de esta proteína y 
correlacionan con variaciones en la actividad total del enzima. 
 
Figura S.6. Alineamiento de las secuencias de amino ácidos de Cu/Zn-SOD de S. cerevisiae S288C 
(CAA89634), S. paradoxus (NRRLY 17217) y S. kudriavzevii (IFO 1802). Asteriscos: residuos idénticos en 
esa posición para todas las secuencias del alineamiento; dos puntos: sustituciones conservadas de 
acuerdo al diagrama de Venn; punto: sustituciones semiconservadas; residuos sombreados: indican un 
cambio de carga. Los aminoácidos responsables de la función y actividad de la proteína, tales como K19 
(regulación proteica por sumoilación), E43 (estabilización de la unión a Cu/Zn del centro activo) y L152 
(interacción con la chaperona CCS1 necesaria para la captación del Cu), están remarcadas con un 
recuadro. 
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Figura S.7. Análisis de la secuencia de la superóxido dismutasa dependiente de Cu/Zn (Sod1p) de 
diferentes levaduras vínicas no-Saccharomyces. A. Perfiles electroforéticos del zimograma de la 
superóxido dismutasa y B. Catalasa (a-c) para otras levaduras secuencidas, C. albicans y P. pastoris. C. 
Alineamiento de las secuencia de aminoácidos de Cu/Zn SOD de S. cerevisiae S288C (CAA89634), de C. 
albicans SC5314 (AAC12872) y P. pastoris GS115 (CCA40344). Asteriscos: residuos idénticos en esa 
posición para todas las secuencias del alineamiento; dos puntos: sustituciones conservadas de acuerdo 
al diagrama de Venn; punto: sustituciones semiconservadas; residuos sombreados: indican un cambio de 
carga. Los aminoácidos responsables de la función y actividad de la proteína, tales como K19 (regulación 
proteica por sumoilación), E43 (estabilización de la unión a Cu/Zn del centro activo) y L152 (interacción 
con la chaperona CCS1 necesaria para la captación del Cu), están remarcadas con un recuadro. 
En resumen, en este trabajo se ha descrito una nueva estrategia de clasificación de 
levaduras de los géneros Saccharomyces y no-Saccharomyces basada en el uso de 
geles de acrilamida no desnaturalizante (zimograma) para medir la actividad de los 
enzimas SOD y catalasa en combinación con el uso de NaCN como inhibidor específico 
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de Cu/Zn-SOD (Gamero-Sandemetrio et al., 2013). Además, se ha podido correlacionar 
los cambios observados de movilidad electroforética y actividad de Sod1p en las 
diferentes cepas de levadura con cambios en aminoácidos específicos de la secuencia y 
que son relevantes para la actividad del enzima. 
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A continuación se muestran la representación gráfica de los resultados del análisis 
ANOVA de 2 factores fijos (cepa y compuesto antioxidante) para cada variable 
dependiente analizada en el Capítulo III determinando el efecto de los factores fijos 
sobre dicha variable: 
 
Figura A.1. Resultados del análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 para la 
variable dependiente “Producción de Biomasa”. Las medias marginales estimadas hacen referencia a las 
medias pronosticadas para cada condición y cepa. 
 
Figura A.2. Resultados del análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 para la 
variable dependiente “Capacidad fermentativa”. Las medias marginales estimadas hacen referencia a las 
medias pronosticadas para cada condición y cepa. 
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Figura A.3. Resultados del análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 para la 
variable dependiente “Peroxidación lipídica”. Las medias marginales estimadas hacen referencia a las 
medias pronosticadas para cada condición y cepa. 
 
Figura A.4. Resultados del análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 para la 
variable dependiente “Incremento Carbonilación proteica”. Las medias marginales estimadas hacen 
referencia a las medias pronosticadas para cada condición y cepa. 
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Figura A.5. Resultados del análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 para la 
variable dependiente “Niveles GSH”. Las medias marginales estimadas hacen referencia a las medias 
pronosticadas para cada condición y cepa. 
 
Figura A.6. Resultados del análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 para la 
variable dependiente “Niveles GSSG”. Las medias marginales estimadas hacen referencia a las medias 
pronosticadas para cada condición y cepa. 
Análisis Estadísitcos Anova 
 
 
280 
 
Figura A.7. Resultados del análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 para la 
variable dependiente “Niveles glutatión total”. Las medias marginales estimadas hacen referencia a las 
medias pronosticadas para cada condición y cepa. 
 
Figura A.8. Resultados del análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 para la 
variable dependiente “Niveles Trehalosa”. Las medias marginales estimadas hacen referencia a las 
medias pronosticadas para cada condición y cepa. 
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Figura A.9. Resultados del análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 para la 
variable dependiente “Actividad GR”. Las medias marginales estimadas hacen referencia a las medias 
pronosticadas para cada condición y cepa. 
 
Figura A.10. Resultados del análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 para la 
variable dependiente “Actividad Catalasa”. Las medias marginales estimadas hacen referencia a las 
medias pronosticadas para cada condición y cepa. 
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Figura A.11. Análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 del efecto de la 
suplementación del medio melaza con 6 mg/mL de aceite de argán sobre las variables dependientes: 
A. Rendimiento en biomasa; B. Capacidad fermentativa de la LSA; C. Peroxidación lipídica en LSA y D. 
Carbonilación proteíca. Las medias marginales estimadas hacen referencia a las medias pronosticadas 
para cada condición y cepa. 
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Figura A.12. Análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 del efecto de la 
suplementación del medio melaza con 6 mg/mL de aceite de argán sobre los biomarcadores 
predictivos (variables dependientes) en la LSA: A. Niveles de GSSG; B. Niveles de trehalosa; C. Inducción 
de la actividad glutatión reducatasa (GR)  y D. Inducción de la actividad catalasa. 
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Figura A.13. Análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 del efecto de la 
suplementación del medio melaza con 6 mg/mL de aceite de argán sobre las variables dependientes: 
A. Rendimiento en biomasa (g biomasa seca/g azúcares) en experimentos de simulación de propagación 
industrial de biomasa; B. Capacidad fermentativa y C. Peroxidación lipídica para LSA procedente de las 
fases batch y fed-batch del proceso de propagación. 
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Figura A.14. Análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 del efecto de la 
suplementación del medio melaza con 6 mg/mL de aceite de argán sobre el metabolismo del 
glutatión: A. Niveles de glutatión oxidado (GSSG) B. Niveles de glutatión reducido (GSH) y C. Niveles de 
glutatión total para LSA procedente de la fase batch y fase fed-batch de la propagación de biomasa. 
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Figura A.15. Análisis estadístico ANOVA de 2 factores con el software SPSS22.0 del efecto de la 
suplementación del medio melaza con 6 mg/mL de aceite de argán sobre: A. Niveles intracelulares de 
trehalosa B. Inducción de la actividad glutatión reductasa (GR) (GRLSA/ GRBIOMASA) C. Inducción de la 
actividad catalasa (CATLSA/ CATBIOMASA) para LSA procedente de la fase batch y fase fed-batch de la 
propagación de biomasa. 
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